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Resumo

O cancro da prostata € o segundo cancro mais diagnosticado na populagdao masculina, em
todo o mundo. Dado o envelhecimento da populacdo, é uma patologia muitas vezes
associada a outras doencas metabdlicas crdonicas. Curiosamente, na esmagadora maioria
delas, verifica-se um grande contributo do cluster de diferenciacdo 36 (CD36), que age
como mediador do influxo de 4cidos gordos de cadeia longa, através da membrana celular
e organelos membranares. Esta proteina desempenha alguns papeis no metabolismo
lipidico e em algumas vias de sinalizacdo celular e, quando é sua sobre-expressa, € um
biomarcador no cancro da prostata. Este trabalho de dissertacio teve como principais
objetivos o design, sintese, caracterizacio das propriedades estruturais, atividades
bioldgicas e aplicabilidades de hibridos de acidos (tio)barbittricos e 4cidos gordos como
potenciais inibidores do CD36. Assim, foram realizados estudos computacionais para
simular parametros farmacocinéticos, druglikness e de inibicdo do CD36, respetivamente
,por ferramentas online de ADMET, e de docking molecular. Adicionalmente, foram
realizadosestudos in vitro visando a determinacdo da actividade anti-proliferativa dos
varios compostos e também a inibicao do influxo lipidico em células de cancro da prostata,
através do marcador bodipy-C16. Como resultado das tarefas de sintese, foram obtidos 19
compostos e 18 dos seus sais respetivos, apresentando rendimentos entre bons e
excelentes (44 a 92%). No que diz respeito ao docking molecular, observou-se, em geral,
um aumento das energias de ligacdo com o aumento das cadeias carbonadas. No entanto,
a presenca de insaturacdes levou a que as energias determinadas estagnassem, tendo sido
analisado entdo as interagdoes em detalhe. Posto isso, foram realizados screennings de
viabilidade celular, e foram seleccionados os compostos para ICs, tendo sido verificado
que, destes, o composto mais promissor era o derivado de acido araquiddnico,
apresentando atividade anti-proliferativa significativa, sendo, simultaneamente, especifico
paramas linhas celulares tumorais. O composto mais citotoxico foi o derivado de acido
estedrico, no entanto, ndo apresentou seletividade para as células tumorais. Finalmente,
os resultados do screening da inibicado de CD36, parecem deixar antever que o derivado de
acido 10-undecendico é o mais promissor, apresentando inibicdo em ambas as linhas
celulares tumorais. Nao obtante estes resultados promissores serao necessarios trabalhos
adicionais para avaliar futuras otimizacoes dos compostos sintetizados e ainda possibilitar

uma compreensao completa das potencialidades dos compostos desenvolvidos.
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Abstract

Prostate cancer is the second most diagnosed cancer in the men’s population. Besides the
growth of the aged population, it is frequently combined with other chronic metabolic
diseases. Curiously, the majority of them have a great contribution of the cluster of
differentiation 36 (CD36), that mediates uptake of long-chain fatty acids (FA) through the
cell membrane and other membrane-bound organelles. This protein plays some roles in
lipid metabolism and cell signaling pathways and this overexpression is watched as a
biomarker for prostate cancer. This work aims to promote the design, synthesis and
spectroscopic characterization of (thio)barbiturates functionalized with fatty acid’s chains,
likewise in silico studies of absorption, distribution, metabolization, excretion and toxicity
(ADMET) and molecular docking, and finally, perform in vitro studies of antiproliferative
activities, by MTT, and inhibition of FA uptake using bodipy-C16 as well in prostate cancer
cells. As a result of synthesis we obtained 18 compounds and the sodium enolates
correspondents between good to excellent yields (44-92%). Furthermore, with the
molecular docking results, we observed that the binding energies grow proportionally with
the size of the chain FA, but decrease whit isomerization trans, and more than 2
unsaturation. Considering the antiproliferative studies, the initial screening showed that
the cytotoxicity of prostate cancer cells increased with the size of the chain’s FA. However,
the selectivity for tumoral cellsgrows with the presence of unsaturation cis. The
calculations of the half of the maximum inhibitory concentration (ICs,) determined that
the most potent antiproliferative compound was the arachidonic acid derivative and was
also the most selective. Finally, the bodipy-C16 assay shows that all synthesized
compounds have inhibitory activity and in this way the most promising one is the
derivative of 10-undecenoic acid. However, more biological studies in this context will be
required, in order to elucidate the potential structural optimization of molecules and make

a full overview of the pathways favorable to these findings.
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1.Introducao

Ao longo deste capitulo serdao apresentados dados presentes na literatura que mostram a
importancia crescente do estudo do cancro da prostata (CPr), incluindo alteragoes
anatémicas e fisiologicas, consequéncias das disfungdes metabodlicas que levam ao
despoletar da patologia e a resisténcia as terapias existentes. Adicionalmente, sera feita
uma contualizagdo das propriedades das familias de compostos que se pretendiam
hibridizar de forma a dar origem aos compostos tendo em mente a materialzacdo do

objectivo do objectivo 2.1..

1.1 Anatomia e fisiologia da prostata

A prostata trata-se de uma glandula acessoria do sistema reprodutivo masculino que se
encontra na base da bexiga e envolve a convergéncia entre os canais ejaculatorios e a

uretra prostatica.!

As principais funcoes deste 6rgao sao assegurar um ambiente tampao, isto é, com o pH
estavel entre 6 e 6,5, através da secrecao de iGes fosfato e célcio,! e garantir a producao de
outros componentes importantes do fluido prostatico, que asseguram a fluidez do
esperma, mobilidade e nutricdo dos espermatozoides tais como o antigénio especifico da

prostata (AEP), a fosfatase acida da prostata (FAP), citrato e sacarose.2

A prostata humana é constituida por cinco regides (figura 1): zona de transicao, zona
periférica, zona central, zona pré-prostatica e estroma fibromuscular.3 A maior regiao da
prostata é a zona periférica, ocupando 70% do seu volume total, sendo também a zona de

maior incidéncia do CPr.3

a Zona central\\

b Estroma fibromuscular

¢ Zona de transicao
d Regiao periférica

Canal

z B e Zona periuretal
ejaculatério

Figura 1 - Representagdo anatémica da prostata humana. Adaptado de De Marzo et al®



O tecido prostatico é constituido por células estromais e epiteliais. Entre as epiteliais
distinguem-se dois tipos com morfologias diferentes, as células colunares luminares e as
células basais. Destas, as células mais ativas sdo as células colunares luminares que
também tém a particularidade de necessitarem do recetor de androgénios (RA),
primeiramente para sobreviver e, em segundo lugar, para exercer a sua atividade
secretoria, pela producdo do AEP e do FAP.24 Estas duas substancias sdo vistas como
biomarcadores no CPr, ja que, nesta patologia, o FAP se encontra aumentado, enquanto o
AEP diminui, comparativamente ao encontrado em individuos saudaveis.24 Quanto as
células basais, estas ndo tém qualquer papel secretorio. Existe ainda um terceiro tipo de
células, as neuro-endocrinas, que, nao sendo dependentes de androgénios, aparentam ter

um papel na carcinogénese da prostata.4

Outros grupos celulares muito importantes no contexto de uma prostata saudavel, sao os
fibroblastos e as células do musculo liso, uma vez que providenciam suporte estrutural e
bioquimico ao restante tecido, principalmente pela influéncia que surtem nas células

epiteliais da prostata.2

Dados referentes ao comportamento das células epiteliais da prostata demonstraram que
estas tém os seus ciclos de vida, diferenciacao e apoptose dependentes de androgénios,
quer pela ativacao dos recetores de androgénios (RA) por parte dos androgénios, quer pela
intervencdo de outras substancias. Neste altimo caso, vAo depender das interacoes que
determinadas substdncias endogenas,? especialmente o fator de crescimento epitelial
(FCE), o fator de crescimento semelhante a insulina (FCI), o fator de crescimento
fibroblastico (FCF) e o fator de crescimento transformante beta (FCT-§), e também de
substancias exogenass, nomeadamente os disruptores endoécrinos (DE), vao estabelecer
para com os RA, como representado na figura 2. Sendo que se verifica que FCE, FCF, FCI
exercem um efeito agonista, enquanto o FCT B exerce um antagonista sobre o estado de
ativacdo dos RA. Ja os DE possuem um comportamento ambivalente, podendo tanto

ativar, quanto inibir estes recetores.

Agonistas dos androgénios Antagonistas dos androgénios

FCE; FCF; FCI; DE FCT-f, DE
S ITO &=

Figura 2- Balanco influéncia de substancias enddcrinas e exégenas no estado de ativagio dos RA.



Assim, verifica-se que existe uma influéncia direta das substancias anteriormente
referidas sobre a acdo dos androgénios, o que podera estar relacionado com os estadios

iniciais do CPr, embora tais subtancias também possam exercer influéncias indiretas.

1.2 Cancro da prostata

O CPr é o segundo tipo de cancro mais diagnosticado na populacao masculina em todo o
mundo, representando cerca de 15% dos diagnosticos.®” Este tipo de cancro é
particularmente agressivo e dificil de tratar quando em estadiosmais avancados, dada a
aquisicao de resisténcia as terapias/farmacos mais comumente utilizados e a sua alta taxa
de metastizacao.89 Por outro lado, verifica-se que o CPr afeta maioritariamente homens de
idade mais avancada, que, muitas vezes, possuem outras doencas metabolicas associadas,
as quais também contribuem para o desenvolvimento do cancro (Diabetes melitus tipo 2,

dislipidemias, obesidade, entre outras).

O desenvolvimento do CPr resulta do acumular de mutacées, fuga aos pontos de controlo
do ciclo celular e a vigilancia do sistema imunitario, entre outros fatores, o que vai conferir
as células neoplasicas vantagens metabdlicas e, consequentemente, proliferativas,
relativamente as células normais.* Essas mudancas do fenétipo celular vao estar
interligadas com a evolucao de uma célula, desde o estadio normal, até ao estadio de

metastizagdo, apresentada na figura 3.4

QLI

e Neoplasia : :
Epitélio T Adenocarcinoma .

P 1 Intra-epitelial _>Adenocarc1noma_,, 3 23 ———» Metastase
norma Prostatica (Latente) (Diagnosticavel)

Figura 3- Representacgio dos processos de iniciacao e progressdo do cancro da prostata (Adaptado de Chan et
al4)

Apesar de existirem quatro estadios de CPr, a maioria dos casos diagnosticados encontra-
se nos estadios de neoplasia Intra-epitelial prostatica (NIP) e de Adenocarcinoma latente
(Al), sendo que nestes casos a lesdo neoplasica esta confinada sob a camada basal da
prostata. Na passagem entre Al e adenocarcinoma diagnosticavel (Ad), verifica-se a
producao e secrecao de enzimas da familia das metaloproteinases de matriz (MPM),
enzimas que vao degradar as proteinas que compoem a membrana basal e possibilitam o
desenvolvimento da neoplasia para além dos anteriores limites estabelecidos.4+'2 S6 mais
tarde, através do ganho de capacidades de desenvolverem-se independentemente da acao

dos androgénios (a partir de Ad) e da sobrevivéncia sem adesao fora do tecido original é



que as células ganham a capacidade de atingir o Gltimo e mais devastador estadio do

cancro, a formacao de metastases.+

Todas as etapas anteriormente referidas no CPr estdo compreendidas no contexto dos
Hallmarks do cancro, = apresentados na figura 4. Estes consistem na aquisicao de 6
capacidades que vao sustentar quer o crescimento tumural, quer a disseminacao de
metasteses. Neste sentido, vao-se encontrar incluidas a sinalizacdo indutora de
proliferacdo celular, evasdo a supressores de crescimento, ganho de capacidade
metastatica, imortalizacao celular, inducao de angiogénese e mecanismos de resisténcia a
morte celular.s Os hallmarks estdo inter-relacionados com alteragcbes metabodlicas e de

alguns pontos das vias de sinalizacao celular envolvidas na carcinogénese.

Proliferacao celular
aumentada

Resisténcia a Evasao a supressao
morte celular de crescimento

Inducao de Invasibilidade e
angiogénese metastizacao

Imortalizaciao
celular

Figura 4- Representacdo dos 6 principais hallmarks do cancro. Adaptado de D. Hanahan et al.'3

1.2.1 Alteracoes metabdlicas no cancro da prostata

Duas das principais disfun¢ées metabdlicas encontradas no CPr sdo as alteragbes no
metabolismo dos varios substratos energéticos e a influéncia da acdo androgénica nos
ciclos de vida celulares, sendo que estes fatores encontram-se interrelacionados através de

alguns pontos das vias de sinalizacao celulares, como estara apresentado:



1.2.1.1 Disfun¢des no metabolismo energético

Em condi¢bes normais, as células da préstata possuem por si proprias um metabolismo
Unico, uma vez que uma das suas funcoes primordiais passa pela producao de secre¢oes
com alto teor de citrato. Neste sentido, o ciclo de Krebbs encontra-se menos ativo,
enquanto outras vias cataboélicas alternativas estdo mais ativas do que seria de esperar
noutros tecidos saudéveis, como é o caso da glicolise e da [-oxidacao.8¢ Na figura 5,
encontram-se representadas as mudancas sofridas pelas células da prostata desde o seu

estadio normal até as metastases resistentes a castracao.89
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Figura 5- Evolucdo dos metabolismos energéticos de acordo com a iniciagdo e progessao tumorais. (Adaptado
de C. Mah et al.9) ACC: Acetil-CoA Carboxilase; a-CG: a-cetoglutarato; V-RA: Variantes de RA; SAG: Sintase
de AG

A diferenca de metabolismo dos substratos energéticos, entre as células secretoras da
prostata e as células normais de outros tecidos, torna-as parcialmente semelhantes ao que
tem sido descrito em neoplasias de outros tecidos, tendo a particularidade de se agravar
com a progressao entre estadios do cancro, sendo este o motivo por detras da grande

agressividade do CPr.%8

Anteriormente, foi ja referida a importancia das alteracoes do metabolismo energético no
decorrer da evolucao entre estadios do CPr, sendo estas alteragdes notorias no que diz
respeito ao metabolismo dos principais substratos energéticos: a glicose, a glutamina e
acidos gordos (AG).08



No que diz respeito ao metabolismo da glicose, verifica-se que, nas células normais da
prostata, o racio glicolise/oxidacao fosforilativa é favoravel a via glicolitica (para producao
de energia), sendo que a via oxidativa vai ser extensamente inibida pela intervencao do
zinco (inibicdo da m-aconitase), o que, por sua vez, vai fomentar a acumulacao de citrato,

visando a posterior secre¢ao.®8

Na iniciacdo e fase inicial da progressdao tumorais, verifica-se a predominancia
praticamente absoluta do catabolismo da glicose através ciclo de Krebbs e fosforilacao
oxidativa da glicose, em detrimento da glicolise. Neste caso, vai suprir as necessidades
energéticas do ritmo acelerado a que se da o crescimento tumoral e simultaneamente, a
producdo de substratos para o anabolismo (através do ciclo de krebbs), proporcionando as
biomoléculas necessarias a uma proliferacao celular acentuada. Numa terceira fase, a taxa
glicolitica equipara-se ao ritmo de fosforilacao oxidativa, sendo que a glicose é unicamente
utilizada como substrato energético no primeiro processo, 0 que provoca um aumento
substancial do lactato. Por outro lado, no que diz respeito a via oxidativa, esta estara
vocacionada para o processo de sintese de novo de AG, através da carboxilacao da acetil-
CoA a malonil-CoA, por parte da ACC. O malonil-CoA sera substrato da sintase de AG
(SAG), contribuindo, desta forma, para a mudanca do metabolismo lipidico.
Posteriormente, como reflexo do crescimento da massa tumoral, hia o favorecimento do
efeito de Warburg.89 Este, consiste na intensificacdo da glicolise, quer na presenca de
oxigénio, quer em condig¢des de hipdxia, visando o aumento da velocidade de producao de
ATP, em detrimento da quantidade conferida pelo ciclo de Krebbs. Por outro lado, o efeito
de Warburg leva ainda ao fomento da producao de precursores das vias biossintéticas (via
das pentoses-fosfato e sintese de novo de AG), a producdo de NADPH e glutationa como
agentes redutores e consequentemente de destoxificadores de espécies reativas de

oxigénio.?

Quanto ao metabolismo da glutamina, por ser um composto muito abundante em
circulagdo, este tem um grande peso no desenvolvimento de neoplasias. No caso do CPr,
devido a uma maior expressdao da isoforma 1 da glutaminase e também de algumas
isoformas de transportadores membranares, o catabolismo e captacao da glutamina estao
aumentados. Isto esta intimamente relacionado com a progressao do CPr, aumentado nao

s6 a viabilidade, como a taxa de crescimento e a invasibilidade.8

Como anteriormente referido, as disfuncdoes de metabolismo dos demais substratos
energéticos vao culminar nas disfungoes do metabolismo lipidico, nao s6 para a
colmatacao das necessidades energéticas, como também, contribuindo para criacao de um
perfil anabolico dos AG distinto do que é normal nos tecidos prostaticos.84 Além disso,

verifica-se que os adipécitos adjacentes poderdo contribuir para a desregulacao do



metabolismo lipidico nas células da proéstata.r Assim, no ambito do metabolismo lipidico,
tudo aponta que os 4 processos principais sejam: o aumento desregulado do influxo de AG
mediado por transportadores transmembranares; o aumento da sintese de novo; o
armazenamento intracelular de AG associados a lipidos mais complexos (ceramidas,
fosfolipidos);®7'5 e o aumento da [B-oxidacdo devido a um aumento de atividade/
expressao de proteinas, especialmente a carnitina palmitoil transferase 1A (CPT1A),8 uma
vez que a assimilacdo de AG para o interior da mitocondria, mediada por esta proteina
transportadora, é o passo limitante da [(-oxidacdo. No entanto, existe ainda alguma
controvérsia relativamente aos efeitos dos lipidos e dos seus metabolitos no cancro,
havendo relatos de uma acdo favoravel aos processos de iniciacdo e promoc¢ao, mas
também de uma ag¢do contraria a esses mesmos processos.'+¢ Nao obstante, tem sido
undnime que os AG se tratam do substrato energético cujo metabolismo é o mais

dependente dos androgénios.?

As disfuncbes metaboélicas acima referidas, vao culminar em alteracbes em proto-
oncogenes e genes supressores de tumor. Os primeiros, tais como os que regulam a
transcricdo das proteinas ras em condi¢des normais, favorecem a sobrevivéncia e
proliferacao celulares, unicamente quando as vias de sinalizacdo sdo favoraveis a estes
acontecimentos. No entanto, com o aparecimento de mutagdes nao silenciosas, vao ser
convertidos a oncogenes, passando a promover a sobrevivéncia e proliferacao celulares
constitutivas, isto é, independentes de estimulos.”'® No caso dos genes supressores de
tumor, por exemplo o que regula a transcri¢do da proteina p53, quando estao na sua forma
nativa, na presenca de condicoes de hipoxia, os danos do ADN, ou quaisquer outra
anomalia no ciclo celular, sao responsaveis pela paragem do ciclo celular, inducao da
reparacao do ADN, ou, caso nao seja possivel a reparacao, inducao da morte celular por
apoptose.’9-2 Nao obstante, em condicdoes em que a sua atividade estd alterada, esses
genes estdo indiciados como sendo responsaveis por conduzirem a proliferacdo

independente de sinalizacdo extracelular e a resisténcia a sinais pré-apoptoticos.8

1.2.1.2 Dependéncia de androgénios

Os tecidos normais da prostata sdo conhecidos pelo facto dos seus ciclos de crescimento
serem condicionados pelos androgénios, nomeadamente a testosterona e a 5-
dihidrotestosterona (DHT). Durante a iniciacdo, progressao e metastizacio do CPr
verifica-se que esta dependéncia dos androgénios é mantida numa primeira fase, levando
posteriormente a resisténcia a castracao através de diversos processos.22

Durante a primeira fase, que compreende a iniciacao até a promocao tumorais, verifica-se

\

uma responsividade relativamente normal das células da prostata a presenca de



androgénios. A responsividade a androgénios consiste na formacao do complexo
androgénio-recetor de androgénios (CAR), que, por sua vez, se vai deslocar até ao nicleo
celular, regulando a transcricio de genes envolvidos no metabolismo energético,
anabolismo das macromoléculas e no ciclo celular em geral. A partir do momento em que
se d& a iniciacdo tumoral, comecam-se a verificar mutagdes que levam a mudanca de
comportamento da célula relativamente ao estimulo provocado pela criacio do CAR e
subsequente translocacdo até ao nicleo, verificando-se o aumento da expressao dos genes
envolvidos na mitose, havendo simultaneamente a inativacao dos checkpoints de controlo

da fase mitotica.2?

Numa fase posterior, verifica-se entdo a “independéncia de androgénios”, também
denominada como resisténcia a castracao. Isto ocorre, primeiramente, devido ao acumular
de mutacoes e, depois, devido a mutacoes que passam a revelar-se mais significativas (isto
é, que impliquem ganho/perda de funcao), interferindo desta forma ainda mais no
desenvolvimento e metabolismo prostaticos. Um desses processos leva a que as células
tumorais protaticas produzam os proprios androgénios, ocorrendo uma acao autocrina e
paracrina. Desta forma, as células estimulam-se a si proprias, assim como ao restante
tecido adjacente. Em segundo lugar, ocorrem mutacbes pontuais nos RA, que vao
culminar na maior parte das vias de resisténcia a castracao. Por exemplo, as mutacoes
T887A, W741C e F876L levam a perda de responsividade dos RA aos seus antagonistas, ou

mesmo a conversao da atividade de antagonismo dos compostos em agonismo.°

Outras mutacgoes, tais como as que acontecem na linha celular ATPC, levam a que nao haja
sequer a necessidade da presenca de androgénios para que as células proliferem. Isto é
provocado pela perda de seletividade/especificidade dos RA pelos seus ligandos habituais,
passando a responder positivamente a qualquer molécula de natureza esterdide,

nomeadamente estrogénios, progesterona, glucocorticéides e moléculas afins.¢

Por fim, é necessario considerar a relacio entre as disfun¢ées do RA e as metabolismo dos
diversos substratos energéticos. Neste sentido, diversos trabalhos demostram que estas
disfuncoes derivam, em primeiro lugar, das anomalias de funcionamento do CAR, que vao
levar a convergéncia dos diversos metabolismos, por forma a favorecer o metabolismo
lipidico, que subsequentemente vai proporcionar vantagens ao desenvolvimento de
tumores.9 Sequencialmente, verifica-se um direcionamento para que todos os substratos
energéticos levem a producao de AG (sintese de novo). Estes serdao armazenados nos
corpos lipidicos das células e alimentam a [(-oxidacado, induzindo ainda a transcricao de
transportadores de acidos gordos exogenos, quer os que se encontram na forma livre, quer
os provenientes de lipoproteinas VLDL e LDL e HDL. Um desses transportadores é o

cluster de diferenciacao 36 (CD36), que serd o tema do proximo topico. Os eventos



anteriormente retratados encontram-se representados na figura 6, onde estardo também

os respetivos intervenientes.
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Figura 6- Representacio das interacoes estabelecidas entre adipocitos extracelulares. transportadores
de AG, dependéncia de androgénios, expressdo génica e metabolismo lipidico. Adaptado de Mah, C et

al. 9

1.3 CD36

1.3.1 Caracteristicas gerais

O CD36, é um recetor transmembranar sequestrador/captador que esta envolvido no
influxo de lipidos (AG, fosfolipidos e colesterol) através da membrana celular2s-24 e de
organelos membranares’> (mitocondria e corpos lipidicos). Para além disso, leva ao
desencadeamento de diversas vias de sinalizacdo intracelular no reconhecimento
antigénico, inflamacao, adesao celular e apoptose.’524 Desta forma, o CD36 vai ter diversos
papéis na homeostase, ou na perda desta.’s24 A trancricio do CD36 é controlada por 2
fatores de transcricao principais, o CCAAT/enhancer-binding protein a (C/EBP-a) e o
recetor gama ativado por proliferadores de peroxissoma (PPAR-y, do inglés peroxisome

proliferator-activated receptor gamma).25

Relativamente a sua estrutura, o CD36 é uma proteina com um peso molecular de 53
KDa,'s possuindo uma porc¢ao extracelular de 47 kDa, onde se encontram as 2 entradas

que convergem para um unico canal hidrofébico. Este, atravessa transversalmente a sua



porcdo intra-membranar e permite tanto a catélise, quanto o transporte de AG através

dela,2s tal como representado na figura 7A.
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Figura 7- Modelos estruturais do CD36: (A) estrutura cristalina, adaptado de Hsieh, F. et al; 23 (B) modelo
com locais de ligacdo, alguns ligandos, modificagbes p6s traducionais, adaptado de W. Jingchun. 26

Verifica-se que entrada 1 (figura 6A) esta envolvida na atividade de translocase de AG,
sendo ainda um local de interacdo da molécula para com outras macromoléculas,

necessario para se estabelecerem essas interacoes.23

Segundo outro modelo, apresentado na figura 6B, a molécula CD36 estd descrita
unicamente como tratando-se de um recetor que medeia a entrada de AG por endocitose,
ao invés de funcionar ela propria como um transportador. Por outro lado, é ainda descrita
como mediadora de uma série de vias sinalizadoras através de tirosina cinases associadas

aos terminais carboxilo e amina.26

O CD36 apresenta uma expressao em varias membranas, desde a membrana celular até a
membrana externa da mitocondria, tendo um papel bastante importante no influxo de AG

para a célula e na sua captacao e catabolismo mitocondrial (f-oxidacao).'s

10



1.3.2 Envolvimento do CD36 no cancro da prostata

Nos tecidos tumorais, 0 CD36 é expresso ao nivel de todas as células inseridas na massa
tumoral, incluindo as células imunolégicas. A expressao deste recetor vai aumentando
desde o estadio de iniciacao até atingir o seu auge aquando da metastizacdo, sendo visto

como um potencial biomarcador e alvo terapéutico para o cancro.'s

Foram relatadas evidéncias sobre a correlacdo entre a presenca de AG provenientes de
adipocitos proximos ao tumor e uma maior taxa de iniciacdo e progressao tumorais. Este
facto é relevante no contexto do cancro da prostata, visto que este 6rgao esta envolvido por
tecido adiposo, principalmente na populacao mais envelhecida, que é a mais atingida por
esta patologia. Por outro lado, verifica-se que os AG sdo o substrato energético
preferencial de células tumorais da prostata,® o que pode estar relacionado com o facto das
proteinas de transporte e metabolizacdo, em que o CD36 esta inserido, estarem
sobreexpressas nas células tumorais e nos adipdcitos adjacentes. Neste contexto,
pesquisas recentes indicam o “eixo” CD36/Stat3/Nf-Kb como sendo uma das via de

sinalizacdo celular responsavel pela carcinogénese derivada da desregulacao do CD36.7

O facto do CD36 reconhecer ligandos que ndo sejam apenas AG, mas também outros
ligandos lipidicos e lipoproteinas alteradas devido a oxidacdo, ionizacdo e outros
fenomenos de stress, vao levar a ativacdo das Src cinases, que estdo envolvidas em
processos de angiogénese e inflamacao, pelo que podem contribuir desta forma na

progressao tumoral.”

Tal como nos restantes tipos de cancro, também nos tecidos da prostata foi verificado o
aumento dos trés processos caracteristicos da alteragdo do metabolismo lipidico acima
descritos, além da expressdo elevada de CD36 ser favoravel a sua metastizagdo em

diversos tecidos.”-'5

1.3.3 CD36 como alvo terapéutico

A acao terapéutica sobre o CD36 pode passar quer pela inibicao da sua acao de forma
direta, pela regulacao das suas modificacoes pos traducionais, como pela regulacao da sua

transcricao.24

Relativamente a inibicao direta do CD36, verifica-se que esta proteina é passivel de ser
inibida irreversivelmente por ésteres de N-hidroxissuccinimida funcionalizados com AG,
classe de pro-farmacos onde esté incluido o SSO (figura 7), uma vez que podem reagir com

as aminas dos grupos laterais de residuos lisina, inibindo covalentemente a enzima. Neste

11



contexto, ocorre uma substituicdo nucleofilica iniciando-se com o ataque da amina ao
carbonilo da ligacao éster, com formacao de uma ligacdo amida entre a cadeia carbonada
do AG e a lisina 164 do CD36 (figura 8). Foi também demonstrado que as consequéncias
metabolicas eram unicamente resultado da inibicdo direta do CD36 e nao por

interferéncia na transcricao ou traducao do gene.24

0
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Figura 8-Mecanismo de inibicao irreversivel do CD36 por parte do SSO através da formacao de uma ligacio

covalente amida entre o residuo de lisina 164 e a cadeia carbonada do SSO.

Além da inibicao irreversivel do CD36, verificada no caso anterior, Alain Geloen et al.27
estudaram 3 hidrazonas (figura 8) como potenciais inibidores reversiveis. Dois delas,
conseguiram promover uma inibicdo competitiva reversivel, com resultados mais
promissores que o SSO, tendo sido determinados IC5, de 0,1 uM e 0,5 uM para o AP5055 e
AP5258, respetivamente, contra os 25 uM para o SSO. Curiosamente, o composto AP5156
nao apresentou qualquer atividade inibitoria, aparentando inclusivamente uma atividade

agonista.27

/
(0}
/ HO 0 HO 0]
@o : < -
HN-N New New
. N .
(I, v SR w N
AP5055 AP5156 AP5258

Figura 9 Representacio estrutural das hidrazonas estudadas por A.Geloen et al. como potenciais inibidores reversiveis do
CD36.2¢

Relativamente as moléculas apresentadas como tendo atividade inibitoria sobre 0 CD36 no
contexto tumoral, apenas os anédlogos de TSP-1 e combinagdes de anticorpos anti-CD36 se
encontram em ensaios pré-clinicos. Estes compostos ligam-se ao dominio CLESH do
CD36, reduzindo a mobilizacdo de proteinas src relacionadas com a metastizacdo.’® No
entanto, verifica-se que a actividade anti-ploferativa através da inibicdo direta do CD36
necessita de uma inibicdo praticamente total, comparavel ao silenciamento da proteina, ou

da utilizagdo de anticorpos que bloqueiem a sua fungdo.?8%°
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Quanto a inibicdo das modificacbes pods-traducionais (Figura 10), verifica-se que a
acetilacdo da lisina 164, responsavel pela interacdo com os substratos (AG), vai resultar na

inibicao indireta do CD36, independentemente da sua expressao.’s

® Palmitoilago Plasmodium falciparum

Dissulfeto Trombospondina .

Glicosilagéo i.DE migi atiia —
® Fosforilagio cidos Gordos —
® Ubiquitinaciio Dominio hidrofobico
® Acetilacio

- [ ] - [ & i . &
29 52 56 B T k. 104 bd A5 485

Figura 10- Estrutura secundaria do CD36, ligandos e modificacoes p6s traducionais passiveis de serem alvos

terapéuticos indiretos.s

O nivel de glicosilacdo, que é diretamente proporcional a presenca do CD36 na membrana
celular, poderia ser eventualmente também tido em conta nas terapias. No entanto, uma
vez que é um tipo de modificacdo pos-transcricional pouco especifica, ndo ha qualquer
farmaco que vise este alvo. A palmitoilacio do CD36 é responséavel pela ancoragem desta
proteina as membranas, regulando assim o transporte intracelular e a associacao do CD36
as membranas celulares, sendo que a auséncia parcial/total mostrou inibir o influxo de

AG, assim como processos inflamatdrios relacionados com esta proteina.s:3°

O nivel de acetilacao é particularmente interessante pelo facto de ser apresentado como
sendo inversamente proporcional a atividade do CD36, estando documentada a inibi¢ao
indireta desta proteina através da inibicao de desacetilases responsaveis pela ativacao do
CD36, pela remocao de grupos acetilo que se encontram ligados as lisinas e ainda pelo

papel na regulacao da expressao proteica e genética 5
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1.4 AG e seus derivados

1.4.1 Caracteristicas gerais

Os AG s3o um tipo particular de acido carboxilico que possuem uma cadeia carbonada,
mais ou menos longa, que normalmente compreende entre 4 e 28 dtomos de carbono.3!
Geralmente, os AG estao divididos em trés categorias, consoante o tamanho da sua cadeia:
os que tém menos de 5 carbonos sao chamados de AG de cadeia curta (AGCC); os que tém
uma cadeia entre 6 e 12 carbonos sao considerados AG de cadeia média (AGCM); os que
contenham entre 13 e 21 carbonos tratam-se de AG de cadeia longa (AGCL); e os que
excedem os 22 carbonos sdo AG de cadeia muito longa (AGCML).3! Esta classificacdo foi
atribuida nao s6 pelo comprimento da cadeia carbonada, mas também por possuirem
propriedades e func¢oes distintas nas células. No que diz respeito aos AGCC e AGCM, estes
normalmente s3o mais vocacionados para a produgio de energia, ou para conversao em
AG mais longos. Quanto aos AGCL e AGCML, que poderdo ter também uma ou mais
insaturagoes, possuem um papel mais importante ao nivel de diversas vias de sinalizacao
celulares, tendo papéis cruciais em processos tais como a regulacao da inflamacao,

proliferacao celular e angiogénese.3!

Do ponto de vista bioquimico, estes compostos sdo derivados de triacilglicéridos ou
fosfolipidos e participam numa vasta gama de processos biologicos. Estes constituem uma
importante fonte de energia, assim como sao necessarios para a sintese de novos
constituintes celulares importantes a nivel estrutural ou que participam direta ou

indiretamente numa das vias de sinalizacao celular.28

Diversos AG, principalmente de cadeias com uma ou mais insaturagdes, tém sido
relatados como tendo propriedades preventivas e/ou terapéuticas para diversas
patologias. Tal facto deve-se as propriedades regulatdrias sobre os niveis plasmaticos de
alguns compostos, que em determinadas concentragdes, poderiam ser considerados
fatores de risco.?¢3:-33 Nesse sentido, tem sido desenvolvido trabalho com resultados
bastante promissores na utilizacao de AG e compostos hibridos de AG no que diz respeito
a atividade antiproliferativa, tendo sido avaliado o seu efeito em véarias linhas tumorais

abrangendo diversos tecidos.3!

A hibridizacdo molecular, que visa a combinacdo de dois ou mais farmacoforos com o
intuito de obter uma molécula que contenha as propriedades estruturais e biologicas
melhoradas comparativamente as moléculas que lhes deram origem.34-3¢ Neste contexto, a
funcionalizacdo de compostos com diversos AG tem-se revelado interessante, uma vez que

pode permitir alterar favoravelmente parametros como a biodisponibilidade, afinidade
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para diversos recetores e ainda reduzir a toxicidade que esses mesmos compostos muitas

vezes tém na forma nao funcionalizada.3v37

As hibridac¢oes de AG com outros compostos através de ligacoes éster ou amida, sdo as que
tém sido descritas mais frequentemente. Estes hibridos tém revelado atividades muito
diversas, desde antibacterianas, a anti-inflamatérias e anti-proliferativas, sendo que, no
que diz respeito a citotoxicidade e seletividade, parecem aumentar com o tamanho da
cadeia, embora alguns compostos nao obdecam a essa relacio EA.343538:39 Verifica-se
ainda a possibilidade de realizar a hibridacdo com o objetivo de dar origem a pro-
farmacos, através de ligacoes éster, amidas, hidrazonas e dissulfetos com o intuito de que
enzimas presentes no microambiente tumoral promovam a sua cisdo e consequente
libertacao do farmaco diretamente no tumor. 4° Essa vantagem, no contexto dos pro-
farmacos podera ser uma desvantagem, no que diz repeito a moléculas que se queiram
utilizar como farmacos, ja que se estas moléculas ao degradarem as ligacOes antes de

qualquer interacdo com o alvo terapeutico, ndo poderao exercer o efeito pretendido.

1.5 Acidos (tio)barbitaricos e seus derivados

Os derivados de acidos barbittricos e tiobarbitaricos, aqui designados de (tio)barbitaricos
(figura 10), possuem uma vasta gama de atividades bioldgicas, tais como a¢ao bactericida,
inibicao da angiogénese, acao anti-inflamatoria, modulacao da resposta imunitaria, acao
inibitéria de diversas enzimas, acdo anticancerigena, entre outras. Cada uma destas
atividades estad intimamente relacionada com diferentes funcionaliza¢Ges, principalmente
ao nivel dos seus azotos, nas posicoes 1 e 3, e ao nivel do carbono 5 (Cs5). Destas, a
funcionalizacao ao nivel do Cs5 é aquela que foi caracterizada como possuindo o maior
peso neste aspeto, particularmente no caso da hibridizacao com heterociclos, tendo varios
compostos destes grupos capacidade antiproliferativa, principalmente no caso dos
tiobarbitaricos, que aparentam ter a sua atividade aumentada relativamente aos seus

analogos barbittricos.44243
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X=0ouS
R1= H, CH3, C6Hs5, etc
R2=H, CH3, C6Hs5, etc

Figura 11- Representacao da estrutura geral dos (tio)barbittiricos e respetiva numeracao.

A sintese dos conjugados de acidos (tio)barbittricos referidos anteriormente, assenta
principalmente na reacdo de condensacao de Knoevenagel, em que a presenca de
possibilidade de tautomerismo ceto-enélico vai levar a que o nucleo barbittrico aja como
um nucleéfilo, atacando diretamente aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos, por forma a
originar os conjugados resultantes.4344 No esquema 1, encontra-se representado um
exemplo deste tipo de reagdo envolvendo o acido barbiturico e um outro reagente, que
podera ser um aldeido, cetona ou acido carboxilico, dependendo dos grupos substituintes
R, e R;. B. Dhorajiya et al.,* reportam este tipo de reacdo em meio aquoso, uma vez que
esta pode comportar-se como um solvente anfotérico. Nao obstante, h4 também referéncia
para a possibilidade de serem utilizados catalisadores, tais como a dicicloexilcarbodiimida
(DCC) e 4-dimetilaminopiridina (DMAP) para o caso do acoplamento com acidos

carboxilicos, num meio anidro.45-48

Esquema 1 - Mecanismo geral das reacoes de condensagio de Knoevenagel, em meio aquoso, possibilitando a

funcionaliza¢io de (tio)barbitaricos no carbono 5. Adaptado de B. Dhorajiya et al.45
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Em termos de relacao estrutura-atividade dos derivados de (tio)barbittricos, verificou-se
um potencial inibitério sobre diversas enzimas, algumas das quais desempenham um
dado papel na carcinogénese. Destas, salientam-se as metaloproteinases de matriz (MPM)
2 e 9, proteases que degradam proteinas da matriz extracelular, como o colagénio IV.43
Tendo em vista a inibicdo das MPM 2 e 9, verificou-se que diversas funcionalizacoes de

(tio)barbitaricos no carbono 5 tem diferentes influéncias (figura 10).43
R —~R o
~ Funcionalizacao dos azotos

Ligagdo ao canal que diminui actividade sobre MPM
contém o centro ativo

ﬂ i /w
k/ N :> Aumento da poténcia inibitéria
\ ..
o R, pelo aumento de afinidade pelos

residuos de Met e Ile do centro
ativo das MPM

Figura 12- Influéncia da funcionalizacdo dos (tio)barbitiricos ao nivel dos azotos 1 e 3 e carbono 5 na sua

atividade inibitéria sobre as MPM. %3

No caso da adicdo do anel de piperidina (figura 12, verde), verifica-se o aumento da
poténcia inibitéria para com estas enzimas, especialmente quando o R; representa um
grupo substituinte hidrofébico. Adicionalmete, a existéncia de uma dupla funcionalizacao
ao nivel do carbono 5, incluindo um grupo hidroxilo, ao invés da piperidina referida
anteriormente, vai melhorar o perfil farmacocinético do barbitirico em questdao. Por
oputro lado, a presenca de um grupo nitroso, que se vai libertando na presenca destas
enzimas, vai proporcionar uma inibicao de diversas vias de sinalizacdo associadas com o
cancro, nomeadamente as relacionadas com as interleucinas (IL) 2, 1 e 8, com o fator
nuclear kappa B (FN-kB) e com o fator de necrose tumoral alfa (FNT-a). Porém, a
substituicdo da piperidina por um grupo hidroxilo ou nitroso limita o potencial inibitério
sobre as MPM’s, ja que, como respresentado na figura anterior, o grupo piperidina é capaz

de aumentar a eficacia sobre essas enzimas.43

Por outro lado, a funcionalizacdo do carbono 5 com bases azotadas (especialmente a
citosina), ou outro grupo heterociclico contendo azoto, vai ter efeitos protetivos nas células
normais, provendo aos (tio)barbitdricos uma maior citotoxicidade nas células tumorais.
Este efeito ¢é visualizado especialmente nos acidos tiobarbitdricos.43 Tais influéncias da

estrutura desses derivados de (tio)barbituricos encontram-se representados na figura 11.
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Figura 11- Influéncia da adicao de grupos (bi)ciclicos constituidos por 1 ou mais 4&tomos de azoto na atividade

anti proliferativa.*3

Ja a funcionalizacao dos (tio)barbittricos com um grupo indole em C5 (figura 12)fornece
capacidade inibitéria sobre as enzimas ribonuclease redutase e timidilato sintase,
associadas a proliferacao e metastase das células neoplésicas. Neste caso, os derivados de

tiobarbituricos possuem mais atividade inibitéria sobre estas enzimas que os acidos

barbittricos homologos. 43

X
.
e N~

A adicado do indole confere

> atividade inibitoria sobre as
enzimas ribonuclease redutase e
timidilato sintase

Figura 13- Influéncia da adicio de um grupo indole (bi)substituido em C5 na inibicdo das enzimas

ribonuclease redutase e timidilato sintase.*

A funcionalizagdo do carbono 5 de (tio)barbitaricos com grupos hidrofébicos favorece a
atividade inibitéria sobre as sirtuinas, enquanto grupos hidrofilicos fazem com que haja
perda desta atividade, figura 13.43 Tal atividade poderia ser interessante explorar no
contexto do CD36,’> uma vez que as sirtuinas sao enzimas cuja atividade passa pelaa
clivagem de grupos acetil ligados a residuos de lisina em diversas proteinas4349 e esta
descrito que o elevado nivel de acetilacao das lisinas do CD36 contribui para a sua perda

da atividade de translocase.’s
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Figura 14- Influéncia da polaridade do grupo R2 na atividade inibitéria sobre as sirtuinas.

2. Objetivos

O CD36 é uma glicoproteina que se encontra sobre-expressa CPr, sendo referido em
diversas pesquisas como um biomarcador e alvo terapéutico, seja pela sua inibicao direta
ou indireta. Neste sentido, pretende-se aproveitar propriedades de compostos
funcionalizados com AG e de acidos barbitaricos funcionalizados em C5 ja descritas em
algumas doencas relacionadas com as vias de sinalizacdo desencadeadas pelo CD36 e
avaliar a sensibilidade das linhas celulares LNCaP, PC3 e PNT1A aos compostos

sintetizados. Assim, este trabalho propde-se a materializar os seguintes objetivos:

2.1.-Desenvolvimento de potenciais futuros farmacos anti-tumorais através da
hibridizacao dos acidos (tio)barbittricos e AG, passando pelo design, sintese,

purificagdo e caracterizagio estrutural destes compostos.

2.2.  Avaliacdo e descricao das suas atividades biologicas, nomeadamente dos seus
potenciais anti-proliferativo (através de MTT) e inibitério do CD36 (utilizando
a metodologia associada ao Bodipy-Ci16 e Hoescht) nas diversas linhas
celulares usadas para este efeito, assim como avaliacdo da seletividade das suas

atividades para linhas tumorais vs linha PNT1A (nao-tumoral).

2.3. Elaboracdo de estudos computacionais de docking molecular (usando o
software Autodock Vina), assim como a simulacdo das propriedades
farmacocinéticas mais relevantes (perfil ADMET) e de druglikness, através das
ferramentas facultadas nos enderecos eletronicos das ferramentas online
pkSCM e SwissADME

2.4. Estabelecimento de relacdo entre os dados provenientes dos estudos

computacionais e a atividade biologica.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Estudos computacionais

3.1.1 Docking molecular

A estrutura cristalina da proteina foi acedida e descarregada através da base de dados
Protein Data Bank (PDB), a partir do endereco https://www.rcsb.org, utilizando o codico
5LGD. Por forma a validar o método de docking, foram utilizados 3 compostos descritos
na literatura na qualidade de controlos positivos, concretamente o AP5055,2” 0 AP525827 ¢

SSO,2¢ e ainda 0 AP515627 na qualidade de controlo negativo.

3.1.1.1 Preparacao da proteina e ligandos

De forma a prepara-se a proteina alvo de docking, em primeiro lugar, utilizando o
software Chimera 1.14, selecionaram-se e eliminaram-se todos os interferentes,
nomedamente a proteina co-cristalizada PfEMP1, o acido palmitico, a 2-acetamido-2-
deoxi-beta-D-glucopiranose, o 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol e o glicerol,
ficando apenas a proteina CD36. Posteriormente, preparou-se a proteina isolada para o
docking recorrendo a opcao “dock prep” e, finalmente, guardou-se em formato “.pdb”.
Posto isso, carregou-se o referido ficheiro no software AutoDockTools 1.5.6 e procedeu-se
a sua preparacdo, removendo as moléculas de agua, adicionando os hidrogénios e
removendo os nao polares, calculando as cargas de Gasteiger e transformando os atomos
em formato “AD4”. Por fim guardou-se a proteina em formato “.pdbqt”, de forma a que a
proteina e os atomos que a constituem estivessem num formato compativel com a

execucao de docking molecular.

Apobs o design dos ligandos através do software ChemDraw 19.1, partiu-se para a
minimizacao da energia, isto é, o calculo de estrutura tridimensional dessas moléculas que
apresentassem menor energia de Gibbs, e por isso, serao as estruturas mais estaveis e
provaveis dos compostos. Assim, recorrendo ao programa Chem3D, através da opcao
“perform MMFF94 minimization” foi obtida a estrutura otimizada para o docking. Posto

isso, guardou-se em formato “.mol2”. Finalmente, recorrendo ao software AutoDockTools
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1.5.6 foram retirados hidrogénios nao polares e definem-se as ligagdoes rotaveis como

standard, guardado-se também no formato “.pdbgt”.

3.1.1.2 Docking molecular em Autodock Vina

O docking foi executado inicialmente utilizando uma tinica grid, a menor capaz de conter
toda a proteina, mantendo dimensionamento e centro para a execucdo de todas as
simulacbes efetuadas. Assim, verificou-se que os parametros 6timos da grid sdo os que
correspondem as dimenssdes de x = -66 A, Y =54 A e Z = 82 A, com um espacamento de 1
A e considerando que o centro da grid é comum com o centro da proteina, isto é, em X = -
42,Y = -28 e Z = 25. Ap0s esta etapa, criaram-se os ficheiros em bloco de notas, (1 para
cada um dos ligando).5%5t Nestes ficheiros, foi definido o recetor, o ligando, as
coordenadas da grid e também o extensdo de docking, mais propriamente o ntimero de

simulacoes através do parametro exhaustiveness, tendo sido definido o valor de 20.

Finalmente, efetuou-se a corrida do docking para cada um dos ligandos com recurso a
linha de comandos, remetendo sempre ao ficheiro executavel do software Autodock Vina,
ao documento com as defini¢oes do docking e ainda a criacdo de um ficheiro de bloco de
notas contendo os resultados das energias de ligacdo para as 10 conformacoes mais

favoraveis as interacoes proteina-ligando.

3.1.1.3 Representacao das interagoes proteina-ligando

De forma a ser possivel a visualizac¢ao e representacao das interacoes simuladas entre cada
uma das moléculas e a proteina foi utilizado o software Discovery Studio. 52 Este
programa permite a ilustracdo bi-e tridimensional das interacbes que vao ser
estabelecidas, 52 neste caso o CD36. Para isso, ap6s o docking, a conformacdo mais
favoravel calculada para cada molécula em estudo foi isolada recorrendo ao software

PyMOL, por forma a poder posteriormente ser utilizada no software Discovery Studio.

3.1.2 Previsao dos perfis farmacocinéticos e de druglikeness

Foram realizadas previsoes dos perfis farmacocinéticos e de druglikness de todos os
compostos em estudo, utilizando para esse efeito os softwares pkSCM53 e SwissADMES54,
ambos online e passiveis de serem utilizados através dos enderecos eletronicos
http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction e http://www.swissadme.ch,

respetivamente.
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Assim, pretendeu-se antever as propriedades farmacocinéticas, expressas através do perfil
de absorcao, distribuicdo, metabolismo, eliminacdo e toxidade (perfil ADMET) e
druglikeness das moléculas em estudo. Este estudo foi efetuado utilizando o sistema de
especificacao simplificada de entradas moleculares, (SMILES — do inglés, simplified
molecular input line entry specification), que define a estrutura de cada composto, sendo

obtido recorrendo ao software ChemDraw 19.1.53-54

3.2 Sintese de acidos barbituricos funcionalizados
com AG

Ao longo dos trabalhos de sintese, todos os reagentes e solventes foram utilizados sem
qualquer purificacao adicional, a excessao do diclorometano. Este, foi seco antes de cada
reacao, usando, para o efeito, um sistema de destilacio com ampola de recolha,
adicionando-se reguladores de ebulicao e pentoxido de fosfato ao baldo de destilacao que

continha o solvente.

Para seguir o progresso das reagoes foram realizadas cromatografias de camada fina
(CCF), onde foram utilizadas placas de alumino resvestidas por silica gel (Macherey-Nagel
60/UV.s5,4). ApOs a eluicao, as placas foram reveladas em camara de Iodo e vizualizadas ao

comprimento de onda de 254 nm.

Os pontos de fusao (p.f.) foram determinados em tubos capilares abertos, utilizando um

aparelho de pontos de fusao Biichi B-540 para o efeito.

Para a obtencdo dos espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR, do
inglés Fourier transform infrared spectroscopys) foi utilizado um espectrofotémetro
Thermo Fisher Scientific Nicolet iS10: smart iTR. As amostras foram colocadas sobre o
cristal, registrando-se o espetro. Como referéncia foram realizadas leituras sem qualquer
componente, funcionando como branco, a temperatura ambiente. Estes espectros foram
adquiridos entre 4000 e 600 cm™ por refletancia total atenuada (ATR - do inglés,
Attenued Total Reflectance), com um 64 scans para o background e 32 scans para cada
amostra, com uma resolucao de 4 cm?, sendo tratados através do software Omnic 8.2. Os
dados obtidos relativos a cada composto analisado foram apresentados na respetiva
descricao dos mesmos, indicando-se a frequéncia maxima da banda de absorc¢ao (Vmsx em

cm™).

Os espetros de Ressonancia Magnética Nuclear de Protao (RMN de 'H) e de Carbono
(RMN de 3C) foram adquiridos utilizando um espetrofotometro Briiker Avance III 400

MHz, respetivamente a 400,13 e a 100,62 MHz, tendo sido devidamente tratados no
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software MestReNova v.14.1.1 free trial. Para a realizacdo destes mesmos espetros
utilizaram-se o dimetilsulfé6xido hexadeuterado (DMSO-ds) ou o cloroféormio deuterado
(CDCly) que funcionaram como solventes e como padroes internos [DMSO-ds, desvio
quimico (8) = 2,50 partes por milhdo (ppm) e 39,52 ppm ou CDCl,, § = 7,26 ppm e 77,16
ppm em RMN de 'H e 3C, respetivamente]. Os dados obtidos relativos a cada composto
analisado foram apresentados na respetiva descricao dos mesmos, no caso do RMN de *H,
pela seguinte ordem: solvente; § em ppm; multiplicidade do sinal [singleto (s), dupleto
(d), tripleto (t), quarteto (q), ou multipleto (m)]; constante de acoplamento (J em Hz);
atribuicdo do protdo na molécula. J4 no caso do RMN de 3C, seguiu-se a seguinte ordem:

solvente; § em ppm.

3.2.1 Acidos barbitaricos funcionalizados com AG

3.2.1.1 Hibridos de acido N,N “-dimetilbarbittarico e AG

Apobs otimizacdo das condigOes reacionais previamente descritas,4647 a solucao do
respetivo AG (1 mmol) em 2 ml de diclorometano seco, foram adicionadas, gota-a-gota e
pela ordem indicada, as solugoes de DCC (1,2 mmol; 206,3 mg), DMAP (0,2 mmol; 24,4
mg) e acido N,N-dimetilbarbitirico (1,2 mmol; 187,3 mg), cada uma em 2 ml de
diclorometano seco. O baldo reacional foi fechado com um take-off de cloreto de calcio e
colocado em agitacdo constante durante 4 horas a temperatura ambiente. As reacoes
foram seguidas por CCF, utilizando como eluente uma mistura de diclorometano e
metanol na proporcao 7:1. Apdés o término da reacdo, foi adicionado 1 ml de agua
destilada, por forma a eliminar o DCC em excesso, deixando-se a mistura reacional em
agitacao por mais 15 minutos. A mistura obtida foi filtrada, por forma a remover a N,N-
diciclohexilureia formada. O filtrado foi lavado sequencialmente com uma solucao aquosa
de acido cloridrico 5% e agua destilada. A fase organica foi seca sob sulfato de so6dio anidro
e evaporada a secura. O crude obtido foi suspenso em éter dietilico e filtrado, sendo o
filtrado novamente evaporado a secura. Por fim, o crude foi recristalizado de n-hexano.
Sempre que se verificaram impurezas insolaveis, as mesmas foram removidas por filtracao
a quente, utilizando para uma pipeta de Pasteur de vidro com algodao. Nos casos em que 0
produto nao precipitava apos o arrefecimento, evaporou-se o n-hexano, obtendo-se os

seguintes produtos 2a-s:
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1,3- Dimetil-5-propionilpiridina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2a)

N

N

OAN o

A partir do 4cido propanéico; n=82%; Oleo amarelo;

RMN de *H (400 MHz, CDCl;) & 3,26 (s, J = 18,9 Hz, 6H), 3,09 (q, J = 7,4 Hz, 2H), 1,15 (4,
J =7,4 Hz, 3H) ppm.

RMN de 3C (101 MHz, CDCl,) 6 164,95, 143,03, 106,48, 39,70, 34,56, 27,58, 9,72 ppm.

SMILES: CCC(C(C(N1C)=0)C(N(C)C1=0)=0)=0

1,3-Dimetil-5-(2-fenilacetil)pirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2b)

\_/
S OSe
A partir do acido fenilacético; n = 87%; Solido branco amorfo; p.f. = 274 — 276 °C;
RMN de 'H (400 MHz, CDCl,) 6§ 7,39 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,33 (1, J = 7,0 Hz, 2H), 7,27 (d, J
= 7,1 Hz, 1H), 4,51 (s, 2H), 3,36 (s, 3H), 3,35 (s, 3H).
RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 6 194,91, 163,47, 151,91, 138,79, 129,70, 127,72, 125,41,
94,99, 48,77, 27,13 ppm.

SMILES: O=C(N(C)C(C1C(CC2=CC=CC=C2)=0)=0)N(C)C1=0

1,3-Dimetil-5-(pento-4-enoil)pirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2c)

N F

N

O%N o

A partir do 4cido 4-pentendico; n = 76%, Oleo amarelo escuro;

RMN de 'H (400 MHz, CDCl,) 6 5,79 (ddt, J = 16, 8, 10,2, 6,5 Hz, 1H), 5,01 (dd, J = 17,1,
1,7 Hz, 2H), 4,93 (dd, J = 10,2, 1,6 Hz, 1H), 3,27 (s, 6H), 3,16 (dd, J = 8,3, 6,7 Hz, 2H),
2,36 (qt, J = 6,5, 1,5 Hz, 2H) ppm.

RMN de =C (101 MHz, CDCl,;) 6 198,65, 169,69, 160,71, 150,23, 136,40, 115,73, 95,29,
35,94, 29,32, 27,92, 27,75 ppm.

SMILES: C=CCCC(C(C(N1C)=0)C(N(C)C1=0)=0)=0
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5-Hexanoil-1,3-dimetilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2d)

(o} (o]

OAT

A partir do acido hexandico; n = 92%, 6leo amarelo.

o

RMN de *H (400 MHz, CDCl,) 6 3,25 (d, J = 16,7 Hz, 6H), 3,08 — 2,99 (m, 2H), 1,60 (q, J
= 7,3 Hz, 2H), 1,30 (ddt, J = 12,8, 9,5, 4,6 Hz, 5H), 0,82 (t, J = 6,9 Hz, 3H) ppm.

RMN de 3C (101 MHz, CDCl;) 6 199,79, 169,72, 150,29, 95,11, 36,63, 31,55, 27,91, 27,71,
25,47, 22,32, 13,83 ppm.

SMILES: O=C(N(C)C(C1C(CCCCC)=0)=0)N(C)C1=0

5-Decanoil-1,3-dimetilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2¢)

A partir do acido decanoico; n = 82%; s6dido branco amorfo; 33 — 34 °C;

RMN de *H (400 MHz, CDCl;) & 3,30 (s, 3H), 3,19 (s, 3H), 3,08 — 3,00 (m, 2H), 1,59 (q, J
= 7,6 Hz, 2H), 1,33 — 1,15 (m, J = 7,0 Hz, 12H), 0,79 (t, J = 6,7 Hz, 3H) ppm.

RMN de 3C (101 MHz, CDCl3) 6 199,85, 169,76, 150,93, 95,14, 53,34, 36,75, 33,55, 31,85,
29,49, 29,43, 29,32, 29,25, 27,95, 27,76, 25,84, 24,41, 22,64, 14,07 ppm.

SMILE: O=C(N(C)C(C1C(CCCCCCCCC)=0)=0)N(C)C1=0

1,3-Dimetil-5(undec-10-enoil)pirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2f)

A partir do acido 10-undecendico; n =62%; sodido branco amorfo; p.f. 32 — 33 °C;

RMN de IH (400 MHZ, CDCIS) 6 5796 - 5’70 (m9 lH), 5105 - 4,87 (m’ 2H)a 3’35 (S’ 3H)1
3,31 (s, 3H), 3,11 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 2,02 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 1,67 (p, J = 7,5 Hz, 2H), 1,48
- 1,18 (m, 10H) ppm.
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RMN de 3C (101 MHz, CDCl;) 6 200,03, 169,90, 160,97, 150,52, 139,27, 114,25, 95,31,
36,89, 33,89, 29,58, 29,41, 29,36, 29,16, 28,99, 28,14, 27,94, 25,96 ppm.

SMILES: O=C(N(C)C(C1C(CCCCCCCCC=C)=0)=0)N(C)C1=0

5-Dodecanoil-1,3-dimetilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2g)

A partir do acido dodecanodico; n = 78%; solido branco amorfo, p.f. 49 — 50 °C;

RMN de 'H (400 MHz, CDCl,) & 3,28 (s, 3H), 3,24 (s, 3H), 3,05 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,61 (p,
J = 7,5 Hz, 2H), 1,33 (p, J = 7,0 Hz, 2H), 1,29 — 1,13 (m, 10H), 0,80 (t, J = 6,7 Hz, 3H)
RMN deC (101 MHz, CDCl,) 6 199,85, 169,76, 160,78, 150,34, 95,14, 77,48, 77,16, 76,84,
36,75, 31,85, 29,49, 29,43, 29,32, 29,25, 27,95, 27,76, 27,62, 25,84, 22,64, 14,07 ppm.
SMILES: O=C(N(C)C(C1C(CCCCCCCCCCC)=0)=0)N(C)C1=0

(Z)-1,3-dimetil-5-(tetradec-9-enoil)pirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2h)
(0] (o]

\ pr—

N

O)\N o

A partir do acido miristoleico;  =85%; 6leo amarelo.
RMN de *H (400 MHz, CDCl) 6 5,34 (m, 2H), 3,36 (s, 3H), 3,32 (s, 3H), 3,12 (t, J = 7,4
Hz, 2H), 2,00 (q, J = 6,3 Hz, 4H), 1,45 — 1,22 (m, 14H), 0,94 — 0,84 (m, 3H) ppm.

RMN de 3C (101 MHz, CDCl;) 6 200,06, 169,91, 160,99, 150,55, 130,07, 129,89, 95,33,
36,92, 32,08, 29,81, 29,60, 29,34, 29,24, 28,16, 27,97, 27,29, 27,04, 25,97, 22,47, 14,13
ppm.

SMILES: O=C(N(C)C(C1C(CCCCCCC/C=C\CCCC)=0)=0)N(C)C1=0
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1,3-Dimetil-5-palmitoilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2i)

A partir do acido palmitico; n = 79%; solido branco amorfo; p.f. 49 — 50 °C;

RMN de *H (400 MHz, CDCl,) & 3,37 (s, 3H), 3,33 (s, 3H), 3,12 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 1,68 (p,
J = 7,5 Hz, 2H), 1,40 (p, J = 7,7 Hz, 2H), 1,34 — 1,14 (m, 22H), 0,87 (t, J = 6,6 Hz, 3H)
ppm.

RMN de =3C (101 MHz, CDCl;) 6 200,09, 169,91, 160,98, 150,54, 95,31, 36,93, 32,05,
29,82, 29,81, 29,79, 29,78, 29,72, 29,63, 29,61, 29,49, 29,46, 28,14, 27,95, 26,00, 22,82,
14,24 ppm.

SMILES: O=C(N(C)C(C1C(CCCCCCCCCCCCCCC)=0)=0)N(C)C1=0

(Z)-5-(Hexadec-9-enoil)-1,3-dimetilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2j)

\ —

N

o}\ N o

A partir do acido palmitoleico; n = 76%; 6leo amarelo.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 5,38 — 5,20 (m, 2H), 3,31 (s, 3H), 3,28 (s, 3H), 3,08 (t, J
= 7,7 Hz, 2H), 2,10 - 1,88 (m, 4H), 1,64 (p, J = 7,8 Hz, 2H), 1,44 — 1,15 (m, 16H), 0,90 —
0,77 (m, 3H) ppm;

RMN de =C (101 MHz, CDCly) 6§ 199,84, 169,75, 160,79, 150,35, 129,94, 129,70, 95,15,

36,75, 31,76, 29,71, 29,66, 29,45, 29,20, 29,09, 28,96, 27,96, 27,77, 27,19, 27,14, 25,81,
22,64, 14,08 ppm.

SMILES: O=C(N(C)C(C1C(CCCCCCC/C=C\CCCCCC)=0)=0)N(C)C1=0
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1,3-Dimetil-5-estearilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2k)
(6] o

N

N

02\ N o

A partir do acido estearico; n = 80%; sblido branco amorfo; p.f. 66 — 67 °C;

RMN de 'H (400 MHz, CDCl,) 6 3,32 (s, 3H), 3,21 (s, 3H), 3,10 — 3,01 (m, 2H), 1,61 (p, J =
7,6 Hz, 2H), 1,34 (p, J = 7,4 Hz, 2H), 1,24 — 1,19 (m, 26H), 0,80 (t, J = 6,7 Hz, 3H) ppm.

RMN de 3C (101 MHz, CDCl;) 6 199,95, 169,78, 150,40, 95,19, 36,80, 31,93, 29,70, 29,67,
29,61, 29,52, 29,49, 29,37, 29,34, 28,01, 27,81, 25,87, 22,69, 14,12 ppm.

SMILES: O=C(N(C)C(C1C(CCCCCCCCCCCCCCCCC)=0)=0)N(C)C1=0~

1,3-Dimetil-5-oleoilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (21)

A partir do 4cido oleico; n) = 75%; Oleo cor-de-laranja;

RMN de *H (400 MHz, CDCI3-d) & 5,47 — 5,18 (m, 2H), 3,35 (s, 3H), 3,31 (s, 3H), 3,11 (t, J
=77 HZ7 2H)7 2,12 — 1789 (m7 4H), 1,74 — 1,53 (m7 2H)’ 1,47 — 1508 (m7 20H)’ 0’86 (t7 J=
6,8 Hz, 3H) ppm;

RMN de sC [1] (101 MHz, CDCl;) 6 199,91, 169,78, 129,99, 129,73, 36,78, 31,91, 29,76,
29,69, 29,65, 29,60, 29,52, 29,47, 29,32, 29,22, 29,12, 28,01, 27,82, 27,22, 27,17, 25,84,
22,68, 14,11;

SMILES: O=C(N(C)C(C1C(CCCCCCC/C=C\CCCCCCCC)=0)=0)N(C)C1=0
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(E)-1,3-Dimetil-5-(octadec-9-enoil)pirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2m)

. AN

N

o% N o

A partir do acido elaidico; n =50%; so6lido branco amorfo; p.f. 35 — 36 °C;

RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) 6 5,31 (m, 2H), 3,37 (s, 3H), 3,31 (s, 3H), 3,09 — 3,01 (i,
2H), 1,89 (m, 4H), 1,60 (p, J = 7,6 Hz, 2H), 1,33 — 1,19 (m, 20H), 0,80 (t, J = 6,8 Hz, 3H)
ppm;

RMN de C (101 MHz, CDCl;) 6 199,92, 169,78, 160,84, 150,40, 130,46, 130,20, 36,78,

32,61, 32,55, 31,91, 29,65, 29,56, 29,49, 29,47, 29,32, 29,19, 28,96, 28,01, 27,82, 25,85,
22,68, 14,11 ppm;

SMILES: O=C(N(C)C(C1C(CCCCCCC/C=C/CCCCCCCC)=0)=0)N(C)C1=0

1,3-Dimetil-5-((9Z,12Z)octadeca-9,12-dienoil)pirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-

triona (2n)

A partir do acido linoleico; n (1) =61%; 6leo transparente;

RMN de *H (400 MHz, CDCl;-d) § 5,44 — 5,27 (m, 4H), 3,31 (s, 3H), 3,27 (s, 3H), 3,18 —
3,08 (m, 2H), 2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,05 (q, J = 6,8 Hz, 4H), 1,68 (p, J = 7,6 Hz, 2H),
1,47—-1,24 (m, 14H), 0,89 (t, J = 6,7 Hz, 3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, CDCl;) & 199,88, 169,78, 160,84, 150,40, 130,19, 130,02, 128,04,
127,90, 36,77, 31,52, 29,59, 29,46, 29,35, 29,22, 29,12, 28,01, 27,82, 27,19, 25,83, 25,63,
22,57, 14,07 ppm;

SMILES: O=C(N(C)C(C1C(CCCCCCC/C=C\C/C=C\CCCCC)=0)=0)N(C)C1=0
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1,3-Dimetil-5-((9E,12E))-octadeca-9,12-dienoil)pirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-
triona (20)

] o]

\N
O)\N [¢]

A partir do acido linoelaidico; n = 66%; 6leo laranja;

RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) 6 5,42 (m, 4H), 3,36 (s, 3H), 3,32 (s, 3H), 3,23 — 3,10 (m,
2H), 2,68 (t, J = 4,4 Hz, 2H), 2,04 — 1,89 (m, 4H), 1,88 — 1,56 (m, 2H), 1,42 — 1,23 (m,
14H), 0,90 (t, J = 6,7 Hz, 3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, CDCl,) 8 199,94, 169,79, 160,87, 150,43, 131,11, 130,93, 128,70,
128,54, 36,79, 35,66, 34,93, 33,58, 32,55, 32,53, 31,43, 29,46, 29,23, 29,19, 29,00, 28,04,
27,85, 25,87, 24,71, 24,44, 22,56, 14,09 ppm.

SMILES: O=C(N(C)C(C1C(CCCCCCC/C=C/C/C=C/CCCCC)=0)=0)N(C)C1=0

1,3-Dinetil-5-((9Z,12Z,157))-octadeca-9,12,5-trienoil)pirimidina-
2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2p)

A partir do acido a-linolénico; n = 81%; 6leo amarelo torrado;

RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) 6 5,46 — 5,27 (m, 6H), 3,36 (s, 3H), 3,32 (s, 3H), 3,19 — 3,10
(m, 2H), 2,82 (t, J = 6,0 Hz, 4H), 2,09 (m, 4H), 1,71 (p, J = 7,4 Hz, 2H), 1,49 — 1,39 (m,
2H), 1,43 — 1,29 (m, 8 H), 0,99 (t, J = 7,5 Hz, 3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, CDCl;) 6 199,91, 169,79, 131,96, 130,27, 128,28, 128,25, 127,74,
127,12, 36,79, 29,58, 29,46, 29,22, 29,12, 28,04, 27,85, 27,21, 25,84, 25,62, 25,53, 20,56,
14,2 ppm.

SMILES: 0=C(N(C)C(C1C(CCCCCCC/C=C\C/C=C\C/C=C\CC)=0)=0)N(C)C1=0
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5-((5Z,8Z,11Z,147)-icosa-5,8,11,14-tetraenoil)-1,3-dimetilpirimidina-
2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2q)

A partir do acido araquido6nico; n = 90%; 6leo amarelo torrado.

RMN de *H (400 MHz, CDCl;) 8 5,46 — 5,26 (m, 8H), 3,36 (s, 3H), 3,32 (s, 3H), 3,22 —
3,08 (m, 2H), 2,87 — 2,78 (m, 6H), 2,20 (q, J = 6,9 Hz, 2H), 2,05 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 1,77
(p, J = 774 HZ, 2H)7 1;38 - 1723 (m’ 6H)7 0>86 (t7 J = 677 HZ7 3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, CDCl;) 6 199,68, 169,90, 160,94, 150,53, 130,62, 129,13, 128,99,
128,71, 128,36, 128,28, 127,99, 127,67, 95,42, 36,49, 31,65, 29,46, 28,17, 27,98, 27,35,
27,09, 25,81, 25,76, 22,71, 14,21 ppm.

SMILES : 0=C(N(C)C(C1C(CCC/C=C\C/C=C\C/C=C\C/C=C\CCCCC)=0)=0)N(C)C1=0

5-((5Z,8Z,11Z,147Z,177)-icosa-5,8,11,14,17-pentaenoil)-1,3-dimetilpirimidina-
2,4,6 (1H,3H,5H)-triona (2r)

A partir do acido eicosopentanoico; nj = 95%; 6leo amarelo;

RMN de 'H (400 MHz, CDCl,) & 5,60 - 5,23 (m, 10H), 3,36 (s, 3H), 3,32 (s, 3H), 3,19 —
3,10 (m, 2H), 2,82 (dt, J = 14,9, 6,1 Hz, 8H), 2,20 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 2,07 (p, J = 7,4 Hz,
2H), 1,77 (p, J = 7,5 Hz, 2H), 0,96 (t, J = 7,5 Hz, 3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, CDCl;) 6 199,67, 169,90, 160,93, 150,52, 132,16, 129,10, 129,01,
128,69, 128,39, 128,34, 128,28, 128,22, 128,01, 127,14, 95,41, 36,48, 28,17, 27,98, 27,09,
25,80, 25,77, 25,75, 25,66, 20,69, 14,40 ppm.

SMILES:

0=C(N(C)C(C1C(CCC/C=C\C/C=C\C/C=C\C/C=C\C/C=C\CC)=0)=0)N(C)C1=0
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(Z2)-5-Hexacos-9-enoil)-1,3-dimetilpirimidina-2,4,6(1H,3H,5H)-triona (2s)

A partir do acido ertcico; n = 72%; 6leo amarelo;

RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) 8 5,31 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 3,34 (s, 3H), 3,30 (s, 3H), 3,17 -
3704 (m7 2H)7 1;98 (q, J = 674 HZ, 4H), 1766 (P, J = 735 HZ7 2H)7 1345 - 1a35 (ma 2H)7 1)35 -
1,14 (m, 26H), 0,85 (t, J = 6,6 Hz, 3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, CDCl;) § 200,00, 169,85, 160,91, 150,47, 129,95, 129,92, 95,25,
36,88, 32,00, 29,86, 29,71, 29,69, 29,64, 29,62, 29,60, 29,58, 29,42, 29,41, 28,08, 27,88,
27,29, 25,95, 22,77, 14,19 ppm.

SMILES : O=C(N(C)C(C1C(CCCCCCC/C=C\CCCCCCCCCCCCCCCC)=0)=0)N(C)C1=0

3.2.1.2 Sais dos hibridos de acidos N, N-dimetilbarbittrico e AG

A solucio do respetivo hibrido 2a-s (1 mmol) em 1 ml de etanol, foi adicionada a solucio
de hidréxido de so6dio (1 mmol; 40 mg) em 100 pl de 4gua destilada. A mistura obtida foi
aquecida a ebulicao, sob agitacdo constante, até se verificar a dissolu¢cdo dos compostos.
De seguida, procedeu-se a filtracao a quente, recorrendo a uma pipeta de Pasteur de vidro
com algodao, por forma a retirar quaisquer impurezas insolaveis. Por fim, deixou-se
arrefecer lentamente antes de se deixar a cristalizar overnight no frigorifico. Os cristais

obtidos foram isolados por filtragcao, obtendo-se os seguintas sais de sédio 2ab-sb:
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1,3-Dimetil-5-propionil-1,2,3,6-tetrahidropirimidinatriona de sé6dio(2ab)

A partir do hibrido 2a; n = 75 %; So6lido branco cristalino; p.f. 328 — 333 °C;

RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) § 3,08 (s, 6H), 2,76 (q, J = 7,4 Hz, 2H), 0,94 (1, J = 7,4
Hz, 3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) & 198,43, 163,32, 151,95, 94,83, 36,07, 27,04, 9,97 ppm;

FTIR vmsx (cm™): 2956, 2915, 2852, 1720, 1662, 1568, 1484, 1472, 1369, 1275, 1227
1044,1005, 879, 789, 755, 714;

SMILES: CCC(C(C(N1C)=0)=C([O-])N(C)C1=0)=0.[Na+]

1,3-Dimetil-2,6-dioxo-5-(2-fenilacetil)-1,2,3,6-tetrahidropirimidin-4-olato de
sé6dio (2bb)

A partir do hibrido 2b; n = 80 %; s6lido branco cristalino; p.f. 321 — 322 °C;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 7,31 — 7,18 (m, 4H), 7,18 — 7,07 (m, 1H), 4,17 (s, 2H),
3,10 (s, 6H);

RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 6 194,91, 163,47, 151,91, 138,79, 129,70, 127,72, 125,41,
94,99, 48,77, 27,13 ppm;

FTIR vmax (cm—1) 2953, 1690 1626, 1601, 1588, 1416, 1380, 1256, 1007, 855, 784, 449,711,
674;

SMILES: 0=C(N(C)C([0-])=C1C(CC2=CC=CC=C2)=0)N(C)C1=0.[Na+]
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1,3-Dimetil-2,6-dioxo5-(pento-4-enoil)-1,2,3,6-tetrahidropirimidina-4-olato
de sodio (2¢b)

\N 0" Na-:—)
% A\
/N _
A partir do hibrido 2¢; n = 87 %; S6dido branco critalino; p.f. 255 — 257 °C;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 6,05 — 5,68 (m, 1H), 5,14 — 4,82 (m, 2H), 3,09 (s, 6H),
2,96 — 2,77 (m, 2H), 2,22 (tt, J = 7,9, 4,1 Hz, 2H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, DMSO-de) 8 196,78, 163,37, 151,88, 139,43, 114,01, 95,03, 42,33,
29,54, 27,04;

FTIR vmax (cm™) 2956, 1706, 1615, 1585, 1417, 1232, 997, 911, 868, 799, 757, 667;

SMILES: C=CCCC(C1=C([O-])N(C)C(N(C)C1=0)=0)=0.[Na+]

5-Hexanoil-1,3-dimetil-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahidropirimidina-4-olato de
sodio (2db)

o

A partir do hibrido 2d; n = 81 %; S6lido branco cristalino; p.f. 230 — 231°C;

RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) § 3,07 (s, 6H), 2,78 — 2,66 (m, 2H), 1,45 (p, J = 7,4 Hz,
2H), 1,33 — 1,16 (m, 4H), 0,85 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppm;

RMN de BC (101 MHz, DMSO-ds) 6 197,56, 162,95, 152,04, 94,85, 43,11, 31,59, 26,96,

25,07, 22,23, 14,01 ppm;

FTIR vmsx (cm—1) 2961, 2873, 1707, 1636, 1569, 1522, 1453, 1425, 1393, 1230, 1216, 1017,
995, 911, 861, 844, 791,758, 726, 714, 664;

SMILES: O=C1iN(C)C([O-])=C(C(CCCCC)=0)C(N1C)=0.[Na+]
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5-Decanoil-1,3-dimetil-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahidropirimidina-4-olato de s6dio (2€)

A partir do hibrido 2e; n = 63 %; So6lido branco cristalino; p.f. 183 — 184 °C;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 3,08 (s, 6H), 2,74 (1, J = 7,5 Hz, 2H), 1,61 — 1,34 (m,
2H), 1,23 (s, 12H), 0,85 (t, J = 6,6 Hz, 3H) ppm;

RMN de BC (101 MHz, DMSO-ds) 6 198,05, 163,32, 151,92, 95,02, 43,18, 31,36, 29,35,
29,21, 29,07, 28,78, 27,02, 25,44, 22,13, 13,98 ppm;

FTIR vmsx (cm™?) 2925, 2854, 108, 1617, 1588, 1524, 1430, 1230, 1000, 865, 791, 760, 720,
667;

SMILE: O=C1iN(C)C([O-])=C(C(CCCCCCCCC)=0)C(N1C)=0.[Na+]

1,3-Dimetil-2,6-dioxo-5-(undec-10-enoil)-1,2,3,6-tetrahidropirimidina-4-
olato de sédio (2fb)

A partir do hibrido 2f; n = 76 %; sddido branco cristalino; p.f. 180 - 182 °C;

RMN de 3C (101 MHz, DMSO-d) & 5,94 — 5,72 (m, 1H), 5,10 — 4,82 (m, 2H), 3,08 (s, 6H),
2,74 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,99 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 1,45 (p, J = 7,4 Hz, 2H), 1,32 (p, J = 7,1
Hz, 2H), 1,23 (s, 8H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 8 198,02, 163,31, 151,92, 138,86, 114,63, 95,01, 43,17,
33522? 297337 297157 287927 287597 287347 277027 25’43 ppm;

FTIR vmsx (em™) 3435, 2925, 2852, 1706, 1590, 1526, 1420, 1386, 1233, 999, 907, 866,
789, 761, 715, 667;

SMILES: O=0=C1iN(C)C([O-])C(C(CCCCCCCCC=C)=0)C(N1C)=0.[Na+]
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5-Dodecanoil-1,3-dimetil-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahidropirimidina-4-olato de
sodio (2gb)

A partir do hibrido 2g; n = 65%; solido branco cristalino p.f. 179 — 180 °C;

RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) 6 3,08 (s, 6H), 2,78 — 2,70 (m, 2H), 1,45 (p, J = 7,4 Hz,
2H), 1,24 (s, 16H), 0,85 (t, J = 6,6 Hz, 3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 6 197,95, 163,25, 151,92, 94,98, 43,17, 31,33, 29,34,
29,19, 29,11, 29,07, 28,75, 27,00, 25,43, 22,12, 13,97 ppm;

FTIR umsx (cm™) 2923, 2852, 1707, 1616, 1585, 1523, 1423, 1393, 1231, 997, 866, 792, 759,
666;

SMILES: O=C1iN(C)C([O-])=C(C(CCCCCCCCCCC)=0)C(N1C)=0.[Na+]

(Z)-1,3-dimetil-2,6-dioxo-5-(tetradec-9-enoil)-1,2,3,6-tetrahidropirimidina-4-
olato de sé6dio (2hb)

A partir do hibrido 2h; n = 73%; sélido branco cristalino; p.f. 292 — 293 °C;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) § 5,45 — 5,21 (m, 2H), 3,07 (s, 6H), 2,72 (t, J = 7,6 Hz,
2H), 2,11 — 1,90 (m, 4H), 1,45 (p, J = 7,4 Hz, 2H), 1,36 — 1,14 (m, 12H), 0,85 (t, J = 6,8 Hz,
3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, DMSO-d¢) 6 197,70, 163,07, 151,98, 129,68, 129,58, 94,88, 56,03,
43,17, 31,37, 29,32, 29,17, 29,02, 28,66, 26,97, 26,62, 26,32, 25,40, 21,72, 18,57, 13,83
ppm;

FTIR vmax (cm—?) 2925, 2854, 1710, 1615, 1586,, 1523, 1427, 1345, 1230, 1094, 999,865,
865, 826, 792, 759;

SMILES: O=C1N(C)C([O-])=C(C(CCCCCCC/C=C\CCCC)=0)C(N1C)=0.[Na+]
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1,3-Dimetil-2,6-dioxo-5-palmitoilpirimidina-1,2,3,6-tetrahidropirimidina-4-

olato de sodio (2ib)

A partir do hibrido 2i; n = 62%; so6lido branco cristalino; p.f. 172 — 177 °C;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 3,08 (s, 6H), 2,83 — 2,62 (m, 2H), 1,45 (s, 2H), 1,22
(s, 24H), 1,04 — 0,64 (m, 3H) ppm;

RMN de BC (101 MHz, DMSO-ds) 6 198,06, 163,33, 151,91, 95,02, 43,18, 31,34, 29,37,
29,22, 29,13, 29,10, 29,06, 28,76, 27,01, 25,44, 22,13, 13,95 ppm;

FTIR vmax (cm™) 2957, 2915, 2852, 1720, 1663, 1563, 1493, 1472,1367, 1275, 1227, 1043,
1004, 878, 808, 789, 755, 714;

SMILES: O=C1iN(C)C([O-])=C(C(CCCCCCCCCCCCCCC)=0)C(N1C)=0.[Na+]

(Z2)-5-(Hexadec-9-enoil)-1,3-dimetil-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetradidropirimidina-
4-olato de sodio (2jb)

A partir do hibrido 2j n = 48%; s6lido branco cristalino; p.f. 175 — 177 °C;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 5,42 — 5,21 (m, 2H), 2,74 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,97 (q, J
= 6,3 Hz, 4H), 1,45 (p, J = 7,1 Hz, 2H), 1,35 — 1,16 (m, 16H), 0,84 (t, J = 6,6 Hz, 3H) ppm;
RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 8§ 197,92, 163,24, 151,94, 129,68, 129,63, 94,97, 43,18,
31,16, 29,34, 29,19, 29,12, 29,04, 28,68, 28,30, 27,00, 26,64, 26,62, 25,42, 22,11, 13,94
ppmy;

FTIR vmsx (cm—1) 225, 2854, 1711, 1638, 1616, 1585, 1522, 1430, 1398, 1228, 999, 865, 792,
759, 721, 667;

SMILES: O=C1iN(C)C([O-])=C(C(CCCCCCC/C=C\CCCCCC)=0)C(N1C)=0.[Na+]
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1,3-Dimetil-2,6-dioxo-5-estearil-1,2,3,6-tetrahidropirimidina-4-olato de
sodio (2kb)

A partir do hibrido 2k; n = 42%; s6lido branco cristalino; p.f. 202 — 204 °C;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 3,08 (s, 6H), 2,74 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 1,45 (s, 2H),
1,22 (s, 28H), 0,85 (s, 3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 6 198,02, 163,31, 151,92, 95,01, 43,18, 31,33, 29,37,
29,21, 29,12, 29,09, 29,05, 28,75, 27,01, 25,44, 22,13, 13,96 ppm;

FTIR vma (cm™) 2957, 2914, 2852, 1720, 1662, 1569, 1494,1472, 1367, 1275, 1227, 1043,
1004, 879, 789, 755, 714;

SMILES: O=C1N(C)C([O-])C(C(CCCCCCCCCCCCCCCCC)=0)C(N1C)=0.[Na+]

1,3-Dimetil-5-oleoilpirimidina)-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahidropirimidina-4-
olato de sédio (21b)

o) o]
ST
[e] N o

A partir do hibrido 21; n = 81%; solido branco cristalino; p.f. 178 — 180 °C;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d¢) 6 5,49 — 5,23 (m, 2H), 3,08 (s, 6H), 2,74 (t, J = 7,5 Hz,
2H), 1,97 (q, J = 6,6 Hz, 4H), 1,46 (p, J = 7,2 Hz, 2H), 1,23 (d, J = 6,9 Hz, 20H), 0,90 -
0,74 (m, 3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 6 197,98, 163,29, 151,92, 129,67, 129,61, 94,99, 43,18,
31,30, 29,36, 29,20, 29,12, 29,05, 28,86, 28,75, 28,71, 28,62, 27,00, 26,65, 26,59, 25,43,
22,11, 13,94 ppm;

FTIR vmix (cm™1) 2924, 2852, 2119, 1713, 1638, 1617, 1585, 1522, 1449, 1398, 1229,999,
865, 792, 459,721, 666;

SMILES: O= O=C1N(C)C([O-])=C(C(CCCCCCC/C=C\CCCCCCCC)=0)C(N1C)=0.[Na+]
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(E)-1,3-Dimetil-5-(octadec-9-enoil)2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahidropirimidina-4-

olato de sé6dio (2mb)

A partir do hibrido 2m; n = 65%; s6lido branco cristalino; p.f. 184 — 186 °C;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 6 5,35 (t, J = 3,8 Hz, 2H), 3,08 (s, 6H), 2,81 — 2,68 (m,
2H), 1,92 (q, J = 6,0 Hz, 4H), 1,45 (p, J = 7,4 Hz, 2H), 1,35 — 1,12 (m, 20H), 0,84 (t, J = 6,7
Hz, 3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, DMSO ds) 6 198,02, 163,31, 151,91, 130,11, 130,05, 95,01, 43,17,
32,02, 31,98, 31,30, 29,36, 29,09, 29,05, 29,02, 28,85, 28,73, 28,59, 28,51, 27,02, 25,44,
22,12, 13,96 ppm;

FTIR vmsx (cm™—1) 2922, 2852 1709, 1618, 1586.1524, 1428, 1397, 1230, 998, 865, 791, 759,
667;

SMILES: O=C1iN(C)C([O-])=C(C(CCCCCCC/C=C/CCCCCCCC)=0)C(N1C)=0.[Na+]

1,3-Dimetil-5-((9Z,127)octadeca-9,12-dienoil)-2,6-dioxo-1,2,3,6-

tetrahidropirimidina-4-olato de so6dio (2nb)

o Nat 4
\N X - -
o N o

A partir do hibrido 2n; n = 70%; s6lido branco cristalino; p.f. 130 — 132 °C;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) § 5,49 — 5,09 (m, 4H), 3,08 (s, 6H), 2,81 — 2,68 (m,
4H), 2,00 (q, J = 6,7 Hz, 4H), 1,45 (1, J = 7,4 Hz, 2H), 1,39 — 1,11 (m, 14H), 0,84 (t,J = 6,7
Hz, 3H) ppmy;

RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 6 198,07, 163,34, 151,96, 129,80, 129,77, 127,79, 127,76,
95,04, 43,23, 30,95, 29,39, 29,16, 29,10, 28,78, 27,05, 26,73, 26,65, 25,48, 25,26, 22,03,
13,95 ppm;

FTIR vms (cm—?) 2922, 2852, 1708, 1618, 1586, 1524, 1428, 1397, 1230, 998, 865, 791, 759,
666;

SMILES: O=C1iN(C)C([O-])=C(C(CCCCCCC/C=C\C/C=C\CCCCC)=0)C(N1C)=0.[Na+]
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(E)-1,3-Dimetil-5-(octadec-9-enoil))-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahidropirimidina
de s6dio (20b)

A partir do hibrido 20; n = 50%; so6lido branco cristalino; p.f. 189 — 191 °C;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 5,49 — 5,28 (m, 4H), 3,08 (s, 6H), 2,73 (t, J = 7,6 Hz,
2H), 2,67 — 2,62 (m, 2H), 1,95 (q, J = 6,3 Hz, 4H), 1,45 (p, J = 7,3 Hz, 2H), 1,38 — 1,15 (m,
14H), 0,85 (t, J = 6,8 Hz, 3H) ppmy;

RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 6 197,69, 163,05, 152,00, 130,63, 130,60, 128,46,
128,43, 94,89, 43,15, 34,98, 31,96, 31,89, 30,79, 29,33, 29,02, 28,99, 28,63, 28,60, 26,97,
25,40, 21,96, 13,95 ppm;

FTIR vmsx (cm™?) 3008, 2925, 1854, 1706, 1618, 1588, 1525, 1431,1397, 1231, 1000, 791,
760, 722;

SMILES: O=C(N(C)C([O-])=C1C(CCCCCCC/C=C/C/C=C/CCCCC)=0)N(C)C1=0.[Na+]

1,3-Dimetil-5-((9Z,12Z,157))-octadeca-9,12,5-trienoil )-2,6-

dioxohexahidropirimidina-4-olato de s6dio (2pb)

o o
X — — —
o N o

A partir do hibrido 2p; n = 61%; s6lido amarelo cristalino; p.f. 132 — 133 °C;

RMN de '*H (400 MHz, DMSO-ds) 6 5,52 — 5,14 (m, 6H), 3,08 (s, 6H), 2,76 (dt, J = 14,2,
6,9 Hz, 6H), 2,03 (q, J = 7,4 Hz, 4H), 1,46 (p, J = 7,4 Hz, 2H), 1,38 — 1,18 (m, 8H), 0,92 (4,
J =7,5 Hz, 3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) & 197,85, 163,19, 151,93, 131,49, 129,94, 127,94, 127,90,
127,52, 126,98, 94,93, 43,17, 29,34, 29,10, 29,05, 28,72, 26,98, 26,68, 25,42, 25,20, 25,11,

20,04, 14,11 ppm;

FTIR vmax (cm™) 3008, 2925, 2854, 1707, 1618, 1588, 1525, 1431, 1397, 1231, 999, 791,
760, 722;
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SMILES: 0=C(N(C)C([0-])C1C(CCCCCCC/C=C\C/C=C\C/C=C\CC)=0)N(C)C1=0.[Na+]

5-((5Z,8Z,11Z,147)-1cosa-5,8,11,14-tetraenoil)-1,3-dimetil-2,6-

dioxohexahidropirimidina-4-olato de s6dio (2qb)

A partir do hibrido 2q; n = 55%; sélido amarelo cristalino; p.f. 97 — 99 °C;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 5,51 — 5,10 (m, 8H), 3,09 (s, 6H), 2,85 — 2,70 (m,
8H)> 2,09 - 1,97 (m7 4H)’ 1,54 (p> J= 776 HZ7 2H)> 1,41 — 1,07 (m7 6H)7 0784 (t7 J= 6’7 HZ>
3H) ppm;

RMN de 13C (101 MHz, DMSO-ds) 6 197,59, 163,22, 151,92, 130,23, 129,93, 128,15, 128,08,
127,72, 127,69, 127,53, 127,45, 95,01, 42,78, 30,89, 28,73, 26,98, 26,93, 26,61, 25,46,
25,24, 25,22, 25,20, 21,99, 13,92 pp1n;

FTIR vmax (cm ') 2925, 2854, 1710, 1616, 1587, 1523, 1427, 1345, 1230, 1094, 999, 866,
826, 792, 759;

SMILES:
0=C(N(C)C([0-])C1C(CCC/C=C\C/C=C\C/C=C\C/C=C\CCCCC)=0)N(C)C1=0.[Na+]

5-((52,8Z,11Z,14Z,177)-Icosa-5,8,11,14,17-pentaenoilo)-1,3-dimetil-2,6-

dioxohexahidropirimidin-4-olato de sédio (2rb)

A partir do hibrido 2r; Os dados espectrais de *H e 3C dao a entender que houve

degradacao do produto formado.
SMILES:

0=C(N(C)C(C1C(CCC/C=C\C/C=C\C/C=C\C/C=C\C/C=C\CC)=0)=0)N(C)C1=0
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(Z2)-5-(Hexacos-9-enoilo)-1,3-dimetil-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahidropirimidin-4-

olato de sédio (2sb)

A partir do hibrido 2s; n = 70%; s6lido amarelo cristalino; p.f. 231 — 233 °C;

RMN de *H (400 MHz, DMSO-d) 5,44 — 5,16 (m, 2H), 3,08 (s, 6H), 2,74 (t, J = 7,6 Hz,
2H), 1,98 (q, J = 6,4 Hz, 4H), 1,46 (p, J = 7,3 Hz, 2H), 1,24 (d, J = 3,3 Hz, 28H), 0,85 (t, J
= 6,6 Hz, 3H) ppm;

RMN de 3C (101 MHz, DMSO-ds) 6 197,90, 197,84, 163,18, 151,95, 129,65, 94,94, 43,17,
31,30, 29,34, 29,20, 29,10, 29,04, 28,89, 28,85, 28,72, 28,60, 26,98, 26,57, 25,40, 25,36,
22,11, 13,95 ppm;

FTIR vmax (cm™) 2922, 2852, 1711, 1618, 1587, 1524,1427, 1230, 998, 865, 791, 759;

SMILES:
O=C1N(C)C([O])=C(C(CCCCCCC/C=C\CCCCCCCCCCCCCCCC)=0)C(N1C)=0.[Na+]

3.4. Avaliacao bioldgica dos compostos sintetizados

A Linha celular nao neoplasica PNT1A e as 2 linhas celulares neoplasicas foram adquiridas
a European Collection of cell Cultures (ECACC, UK). A linha celular PNt1A é uma linha
celular humana devivada de células imortalizadas a partir de epitélio protatico normal. A
linha celular LNCaP corresponde a células de CPr, que foram obtidas originalmente de
metasteses de um nodulo linfatico, esta linha celular expressa o RA e sao responsivas a
androgénios. Quanto a linha PC3, sdo uma linha celular de CPr, obtidas originalmente de

uma metastase 0ssea e o sao independentes de androgénios.55

Para avaliar a atividade biologica dos compostos em estudo, as culturas celulares foram
mantidas em incubadoras LEEC Culture Safe Precision CO2 Incubators e manipuladas
em camaras de fluxo laminar Class II A2 Biological Safety Cabinet. Os meios de cultura
utilizados para estas linhas celulares foram dois meios RPMI (do inglés, Roswell Park
Memorial Institute) 1640, um com e outro sem vermelho de fenol, que foram adquiridos a
Sigma-Aldrich (MO, USA), assim como todos os reagentes e suplementos. As solucoes
aquecidas no banho Termotronic II-J.P. Selecta. As caixas de culturas, as linhas celulares,

assim como todo o material utilizado para a manipulacao das mesmas foram compradas a
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American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, USA). Para se realizar a
contagem celular utilizou-se o microscopio oOtico Motic Microscopio AE2000 inverse
binocular microscope e a uma camara de Neubauer. Para a preparacao de solugoes, todo o

material e reagentes utilizados foi adquirido a Sigma-Aldrich (MO, USA).

3.4.1 Avaliacao da Proliferacao Celular

A avaliacao da citotoxicidade dos compostos em estudo foi realizada em diferentes linhas
celulares, concretamente: linha PC-3 nas passagens 18 a 26, linha LNCaP nas passagens
20-27 e PNT1A nas passagens 83 a 90. Cada experiéncia foi realizada em quadruplicado e,

em pelo menos, dois ensaios independentes.5¢

3.4.1.1 Culturas Celulares

Neste trabalho, todas as linhas celulares utilizadas foram mantidas em frascos de cultura
de 75 cm? a 37 °C numa atmosfera humidificada com 5% de CO2, tendo-se procedido a
substituicdo do meio de cultura a cada dois ou trés dias.. Todas as linhas celulares foram
mantidas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 2 % de
bicarbonato de soédio, e 1% de antibiético/antimicotico AB (10,000 unidades/ml de

penicilina G, 100 mg/mL de estreptomicina e 25 ug/mL de anfotericina B).

3.4.1.2 Passagem e contagem de células

A passagem celular realiza-se para que seja possivel dar continuidade ao crescimento
celular. Ao se observar, ao microscopio otico, uma confluéncia celular entre 80-90%, isto
é, quando a area superficial do frasco de cultura, onde as células se encontravam a crescer
corresponde a esse intervalo de percentagens, iniciava-se o procedimento de desaderencia
das células, para que fosse possivel a sua utilizacao nos demais ensaios. Para isso, utilizou-
se um método enziméatico, nomeadamente a aplicacdo de tripsina, que iria degradar as
proteinas que asseguram a adesdo das células a superficie dos frascos de cultura onde se

encontram.

Assim, tendo-se verificado que os parametros de confluéncia e morfologia celulares eram
os ideais, comecou por ser aspirado o meio onde as células se encontravam a crescer,
sendo depois adicionado um volume de 5 ml de tripsina-EDTA ,(do inglés
Ethylenediamine tetraacetic acid) a 0,025%, deixando-se esta atuar a 37 °C, (temperatura
otima para a atividade protolitica), durante um periodo de cinco minutos, e, caso

necessario, auxiliava-se a desaderéncia celular de forma mecanica. Apds as células se

43



encontrarem em suspensao, adicionaram-se 5 mL de meio de cultura completo fresco,
(pois a adicdo de meio completo dilui a tripsina e tem componentes capazes da inibir),
perfazendo-se assim 10 ml. De seguida, recolheu-se a suspensao resultante para um

falcon, o qual foi sujeito a centrifugacdo durante cinco minutos a 1500 rpm e a 25 °C.

Finalizada a centrifugacao, descartou-se o sobrenadante, tendo sido adicionado meio de
cultura completo fresco, para entdo se proceder a ressuspensao do pellet obtido.
Posteriormente, realizou-se a contagem celular através de uma camara de Neubauer. Para
tal, retiraram-se 10 pL da suspensao celular para um eppendorf, onde se adicionaram 10
uL da solucdo de corante azul tripano 0,25%. Tendo-se homegenezado a suspensao e
tranferido 10 pL desta solugao para a camara de Neubauer, de forma a que se conseguisse
realizar uma contagem coerente no microscopio 6tico. Os fatores que foram tomados em
conta foram a consistencia do nimero de células dos quadrantes, a contagem unicamente
de células viaveis, (brilhantes e nao coradas de azul e/ou que a formacdo de corpos
apoptoticos seja evidente) e caso se encontrassem células nos limites dos quadrantes
foram contadas apenas as de 2 arestas. Tendo isso em mente, foi calculado o namero de
células por mililitro de forma a se preparar suspensoes celulares com o niimero de células

ideal para cada um dos ensaios. Tendo sido utilizadas as seguintes formulas para o efeito:

N© células/mL = Média de células nos quadrantes x Fator dilui¢ao (2) x 104

N© total de células = N© células/mL x Volume total de suspensao

3.4.1.3. Preparacao de Solucoes dos compostos em estudo

Primeiramente, preparou-se uma solucao mae para cada composto em estudo. Para isso,
dissolveram-se os compostos em DMSO a uma concentracao de 10 mM e armazenaram-se
a -20 °C. As diferentes solucoes dos compostos foram preparadas posteriormente através

de diluicGes necessarias, que foram em meio de cultura adequado ao ensaio em questao.

No caso do ensaio dos ensaios fluorimétricos, nomeadamente aqueles em que foram
utilizados Bodipy-C16 e Hoescht e, os compostos foram diluidos em meio RPMI (sem
vermelho de fenol e FBS desprovido de lipidos, e sem AB). Por outro lado, no ensaio com
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) foi utilizado meio RPMI
completo (com vermelho de fenol, SFB comum e AB). Note-se que as percentagens de SFB

eram diferentes. No primeiro caso, em que foi usado o desprovido de lipidos a sua
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proporcao no meio era de 1% (V/V), enquanto o SFB comum utilizado, no segundo caso foi
de 10 %.

Em cada ensaio, a concentracao de DMSO foi inferior a 1% (V/V), a qual nao exibe um
efeito significativo na viabilidade celular, de acordo com dados anteriores obtidos no

grupo de investigacao.

3.4.1.4. Ensaio de Viabilidade Celular pelo método de MTT

Para se avaliar a viabilidade celular, quantificou-se a extensao da reducao do MTT a
formazano. Este método foi realizado de acordo com a metodolodia utilizada

anteriormente no grupo de investigacao, 57 embora com alguns ajustes:

Apos a tripsinizacao e a contagem as células, estas foram semeadas em placas de cultura
de 96 pocos. Em cada poco adicionou-se 100 uL de suspensao celular, com densidade de
células por poco dependente da linha celular em questao. Para as linhas celulares PC3 e
PNT1A utilizou-se uma densidade de 7 x 103 células/mL, enquanto que, para as células
LNCaP, utilizou-se uma densidade por poco de 2 x 104 células/mL. De seguida, colocaram-
se as placas numa incubadora a 37 °C, sob uma numa atmosfera himida constituida por
5% de CO2. Entao, aguardou-se 24 horas, para que haja a adesao celular, procedendo-se a
substituicdo do meio pelas solugdes dos compostos preparadas anteriormente, exceto nos
pocos correspondentes ao controlo negativo (células tratadas apenas com meio completo).
Ao fim do processo de incubacgdo anterior, aspirou-se o meio, e de seguida adicionou-se
uma solucao de MTT a 0,5 mg/mL, (preparada a partir da dilui¢do uma solucao de MTT 5
mg/ml no meio simples (sem vermelho de fenol, SFB ou AB) e procedeu-se a incubacao
novamente a durante 4h. No final, removeu-se o sobrenadante e dissolveram-se os cristais
de formazano em 100 puL. de DMSO. Posteriormente, leram-se e registaram-se os valores
de absorbancia a 570 nm num espectrofotometro de microplacas Bio-Rad xMarkTM. A
viabilidade celular foi expressa em percentagem, utilizando as células dos pocos do

controlo negativo, como sendo o maximo de viabilidade possivel de obter.

3.4.1.5. Ensaio do influxo de AG através do método Bodipy-C16 e Hoescht 33342

Para se avaliar o influxo de Bodipy-C16 foi quantificada a intensidade de fluorescéncia
apresentada pelo bodipy-C16 contido nas células. Assim, apds a tripsinizacao,
ressuspensao em meio simples desprovido de lipidos e a contagem, as células foram
semeadas em placas de cultura opacas de 96 pocos. Em cada poco adicionou-se 100 uL de

suspensao celular, cuja densidade de células por poco foi de 7 x 103 células/mL para as
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linhas PNT1A e PC3 e de 2 x 104 células/mL para a linha LNCaP. De seguida, colocaram-se
as placas numa incubadora a 37 °C, sob uma atmosfera htimida constituida por 5% de
CO.. Entao, aguardou-se 24h, para que haja a adesao celular, procede-se a adicao de 100
uM de meio (branco), das solucdes dos compostos em estudo a 2 uM, a solucdo do
controlo positivo (SSO), o controlo negativo (acido 1,3-dimetilbarbiturico), deixando a
incubar por 4 horas. Posto isso, retira-se o meio, e adicionou-se 100 ul da solucao de

Hoescht 33342 (5 ng/mL) e bodipy-C16 (5uM).

Terminados 15 minutos de exposicao a solucao dos dois fluororos anteriores, procedeu-se
a lavagem dos pocos com meio simples, e adicionou-se meio novo para serem
determinadas as fluorescéncias. Para isso, definiram-se os comprimentos de onda de
excitacdo e emissao adequadas aos 2 fluorémetros utilizados, isto é, 350 e 460 nm,
respetivamente, os comprimentos de onda de excitacao e emissao do Hoescht; no caso do

Bodipy-C16, foi quantificada a fluorescéncia nos comprimentos de onda de 485 e 528 nm.

Nota: Os resultados de fluorescéncia do bodipy-C16 (Influxo de AG), estarao definidos em
funcdo da intensidade relativa da fluorescéncia do Hoescht (ntimero de células), pois na
literatura, verifca-se uma relacdo de proporcionalidade direta entre o influxo de AG e o

numero de células. s

3.5 Anélises Estatisticas

Todos os resultados obtidos neste trabalho apresentam-se expressos como média + desvio
padrao e sdo representativos, de pelo menos, dois ensaios independentes. Quando mais de
2 grupos foram comparados, foi utilizada a ANOVA one way, através dos testes de Turkey.
Foram usados os valores de P para classificar a significancia estatistica. Para valores de P
< 0.05 (*); P < 0.01 (**); P < 0.001 (***); p < 0.0001 (****),todos os restantes aparecerao
com a nomenclatura de n.s, ou seja, nao significativos. O tratamento de resultados e os
estudos estatisticos foram efetuados com o auxilio de dois softwares distintos, o0 Microsoft
Excel 365 e Graph Pad. Os valores de ICs, foram calculados através de curvas sigmoidais
dose-resposta com nivel de confianca de 95% e com um constrain superior a zero, através

do software GraphPad Prism 8.3.0
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4. Resultados e discussao

Este capitulo encontra-se dividido em trés partes, estando organizada segundo a ordem de
execucao de tarefas. No entanto, existem algumas excecoes, nomeadamente os estudos
computacionais pos-sintese, que foram realizados ap6s a obtencdo de compostos puros.
Tendo isso em consideracdo, simularam-se as suas propriedades, nomeadamente
atividade, aplicabilidade e seguranca no contexto dos objetivos apresentados

anteriormente.

Na primeira parte, encontrar-se-do apresentados e discutidos os dados referentes ao
design molecular dos compostos propostos, assim como as simulacées computacionais
das suas interacoes para com o alvo a inibir (docking molecular), a representacao das
interacoes que pudessem condicionar a sua acao e/ou aplicabilidade em trabalhos futuros,
nomeadamente em estudos in vivo (perfil ADMET) e também os que iriam condicionar a

sua utilizacao na qualidade de farmacos, os parametros de druglikness.

Relativamente aos estudo de docking, estardo subdivididos em estudos de docking
prévios, realizados sem terem sido obtidos quaisquer produtos de sintese, e em estudos de
docking pos sintese. No primeiro, pretendia-se antever, de acordo com a literatura, quais
das estruturas possiveis iriam providenciar uma melhor atividade. J4 o segundo docking,
apenas foi efetuado tendo em conta a estrutura molecular dos produtos de sintese obtidos.
Os restantes estudos in silico, mais precisamente os perfis de ADMET e de druglikness

foram unicamente realizados para as estruturas dos compostos efetivamente sintetizados.

Na segunda parte, estardao documentados e discutidos os resultados referentes as sinteses
inicialmente planeadas e as que foram feitas de acordo com as necessidades decorrentes

do avancar das tarefas (transformacoes nos respetivos sais sodicos).

Na terceira parte, serdo expostos e debatidos os resultados obtidos nos estudos de
avaliacdo das atividades biologicas, mais especificamente, ensaios de viabilidade celular
(MTT) e inibicao da capacidade de transporte de AG por parte da proteina CD36, através

da combinacao dos métodos fluorimétricos Bodipy-C16 e Hoescht 33342.
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4.1 Estudos computacionais

4.1.1 Design e docking molecular prévio

Primeiramente, foi realizado o design dos compostos que se pretendiam sintetizar, tendo
inicialmente a pretensdo de desenvolver bioisosteros do SSO,3° isto é, compostos com
propriedades bioativas semelhantes ao composto que serviu como inspiracio e

eventualmente com carateristicas melhoradas contexto da inibicao do CD36, esquema 2.
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Esquema 2- Planificacdo da sintese hibridos de (tio)barbituratos funcionalizados com AG, a partir da
estrutura do SSO. Como exemplo de AG, a azul, est4 apresentado o acido oleico.

Na etapa de design, considerou-se a possibilidade de explorar diferentes funcionalizac¢oes
ao nivel dos azoto 1 e 3 dos (tio)barbitiricos, assim como a hibridicao com os AG a partir
de um dos carbonilos laterais ou no carbonos, que segundo o trabalho de Pesya et al..4”
Neste sentido, foi realizado um estudo de docking no software Autodock Vina utilizando
as estruturas apresentadas na tabela 1, na qualidade de ligandos, e do CD36, na qualidade
de recetor. De forma a prepara-se a proteina alvo de docking, consultaram-se dados
providenciados na base de dados PDB, para identificar quais as cadeias proteicas
corresponderiam a proteina CD36 e outras (macro)moléculas auxiliares que possam ter
sido utilizadas no processo de cristalizacdo. Uma vez que essas moléculas sao interferentes

do docking molecular, condicionando a sua realizacdo, assim como a confianca dos
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resultados. Desta forma, verificou-se que o CD36, correspondia a cadeia A e tinha sido co-
nomedamente a proteina co-cristalizada PfEMP1, o acido palmitico, a 2-acetamido-2-
deoxi-beta-D-glucopiranose, o 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol e o glicerol. Por
altimo, para validacdo do docking foram consideradas estruturas de compostos cuja
interacao com o CD36 j tinha sido documentada na literatura, nomeadamente o AP5055,
AP5156, AP5258 e SSO, cujas propriedades estdo apresnetados na figura 7 e 8, uma vez

que nao héa ainda disponivel o CD36 co-cristalizado com um inibidor.

Tabela 1 — Representacao estrutural dos compostos de referéncia e propostos e respetivas energias de ligacao
ara com a proteina CD36.
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Tendo em consideracao os compostos de referéncia, observou-se que o AP5156
ligou-se no limite da entrada 2, enquanto isso, os restantes ligaram-se na
bifurcacado entre canais (figura 14). A conformidade entre a simulacao anterior e o
que acontece in vitro e que se encontra publicado para estas moléculas, permite a
validacado do modelo utilizado. De facto, o composto AP5156 nao apresenta
qualquer tipo de inibicdo in vitro do CD36, o que podera ser explicado por esta
molécula apresentar maior afinidade por outra regiao da proteina, relativamente
ao centro ativo, algo que é apoiado com base numa energia de ligacado comparavel
aos controlos positivos. Por outro lado, verifica-se que o SSO possui a menor
energia de ligacdo, em modulo, comparativamente aos outros 3 compostos de
referencia. No entanto, é preciso ter em conta que se sabe que o SSO se liga
covalentemente a enzima, o que nao é considerado nos calculos efetuados pelo
software usado no estudo.

Uma vez que se considerou que a validacao anterior foi bem sucedida, avaliaram-
se os parametros de energias de ligacao, locais de "ligacao”, residuos intervenientes
e categorias de interacOes existentes. Finalmente comparam-se os resultados dos

compostos de referéncia, apresentados na figura 14, com os resultados dos




compostos cuja a sintese estava projetada, (esquema 2). E apenas eram
necessarios os resultados do docking molécular para se avancar com a sintese.
Assim, as 3 melhores estruturas foram as 1x-Me, 2x-Me e 2x-Et, cujas as
energias de ligacao estdo acima apresentadas na tabela 1.
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Figura 15- Representacdo dos canais que convergem no centro ativo, locais de ligacdo e residuos que

favorecem cada uma das interagdes dos compostos de referéncia, obtido através do software Discovry Studio.
4.1.2 Docking molecular pos-sintese

Tendo em consideracdo que nem todas as moléculas inicialmente propostas foram
passiveis de serem sintetizadas, numa fase posterior as tentativas de sintese, foi realizado
um docking molecular no CD36, visto tratar-se da proteina alvo. Tendo em mente a
contribuicdo dos tautomeros ceto-enodlicos mais provaveis dos hibridos dos acidos

barbitiricos, figura 15, essas estruturas foram incluidas no docking molecular.
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Figura 16-Estruturas mais provaveis dos tautémeros ceto-endlicos dos compostos 2.
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Segundo os resultados apresentados na figura 16, no geral, a forma ceto-enoélica ¢ aquela
que devera apresentar maior atividade, sendo seguida pelas formas a e b. Por outro lado, a
forma c parece demonstrar melhor a relacao entre o tamanho da cadeia e a atividade, pois
¢ a que possui menos oscilagoes. Nao obstante, quaisquer estabecimentos de EA requerem
avaliacoes de outros dados quer de docking quer provenientes dos ensaios biologicos.
Note-se que para efeitos comparativos apenas foram utilizados os resultados

correspondentes a compostos cuja cadeia carbonatada é saturada.
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Figura 17- Relacdo entre energias de ligacdo, obtidas no Autodock Vina, o aumento da cadeia

carbonada saturada do composto e as formas ceto-enoélicas a, b e c.

Outro aspeto considerado no docking foi a tipologia e numero de insaturacgoes, tendo em
mente que as estruturas passiveis de serem comparadas de forma mais fidedigna eram as
que eram as esruturas dos derivados de AG com 18 carbonos. No entanto, uma apreciacao
dos dados de energias de ligacao em funcao do numero e tipo de insaturagdoes mostra que
0s as estruturas em causa em causa, 3ab(k-p), nao demonstram relacao entre estes 2

fatores.
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4.1.3 Previsao de perfis farmacocinéticos e de druglikeness

Foi efetuada a simulacao de propriedades farmacocinéticas e de toxicidade dos compostos
em estudo, as quais se iniciam pela predicao das propriedades fisico-quimicas, e, a partir
dai, inferem-se possiveis interacoes relevantes estabelecidas in vivo. As simulacoes das
interacoes referidas possibilitam a construg¢do de um perfil de farmacocinetico envolvendo
os parametros absorcao, distribuicdo, metabolizacdo, excrecao e toxicidade (ADMET), e
druglikness através das ferramentas online PKCSM e SwissADME. Estas propriedades sao
imprescindiveis para se fazer uma pré-selecao dos compostos, tendo em conta a previsao
da capacidade de uma dada molécula em atingir o alvo terapéutico pretendido numa
quantidade suficiente para que surta o efeito terapéutico desejado e, simultaneamente,
garantir que nem a molécula em questdo, nem seus metabolitos coloquem em causa a
seguranca da sua futura aplicacao. Neste ambito, os trabalhos de Linpinki et al. foram
imprescindiveis, ja que a famosa “regra dos cinco”, por ele estabelecida, criou uma relacao
de causa-efeito entre as propriedades fisico-quimicas, a farmacocinética e,

consequentemente, a atividade potencial de um farmaco.59

Assim, comecou-se pela avaliacdo da absorcao, considerando que ocorre ao nivel do trato
gastrointestinal (AGI) e que estd intimamente relacionada com a solubilidade aquosa e
lipidica dos compostos. Sendo previstos a partir a partir do modelo Boiled-egg, que se
trata de um modelo iterativo que se baseia na comparacgao dos valores do logaritmo do
coeficiente de particdo (LogP) e area superficial polar (ASP) simulados e os valores de
compostos ja descritos e que se encontram presentes numa base de dados.®° Deste modo,
torna-se possivel prever a permeabilidade das moléculas testadas, primeiramente no
duodeno e também através da barreira hematoencefalica. O resultado pode ser
representado inserido num grafico com a forma de um ovo cozido, que apresenta
compostos com elevada permeabilidade através da barreira hematoencefilica (BHE) e
absorcao ao nivel do trato gastrointestinal (AGI) na “gema” e a “clara” representa os que
terdo apenas uma boa AGI.° Analisaram-se ainda outros fatores condicionantes da
absorcao, nomeadamente o peso molecular e as interacdes com a glicoproteina-P (GP-P),
que é um transportador de efluxo existente ao nivel dos enterocitos e semelhante com os
transportadores de efluxo presentes na BHE, condicionando a permeabilidades através

destas (Figura 17).
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Figura 18- Grafico Boilled Egg contendo a relacio entre a ASP e LogP das moléculas 2a-s. Sdo apresentados
dados de Al, permeabilidade através da BHE e afinidade pela GP-P (vermelho - nao é subtrato; azul - é
substrato).

De acordo com a representacao do grafico Boiled-Egg, figura 15, é possivel verificar que,
dos compostos sintetizados, apenas o 2s nem apresenta boa AI, nem permeabilidade
através da BHE. Por outro lado, os compostos 2a-f, 2k e 2l apresentaram apenas boa Al,
mas nao atravessam a BHE. Ja os compostos 2g-j e 20-r tem simultaneamente boa Al e
potencialidade para atravessarem a BHE. Ainda é possivel verificar que os compostos 20-
r poderao ser substratos dos transportadores de efluxo da BHE. Tendo em consideracao
os dados anteriores, verifica-se que todos os compostos, com a excepc¢ao de 2s, poderao
vir a ser administrados oralmente. Por outro lado, é também constatado que eventuais
aplicacoes futuras em patologias cerebrais poderao ser favorecidas para os hibridos de AG
em estudo, cujas cadeias carbonadas contenham entre 12 e 16 carbonos, o que se verifica

nos resultados referentes aos compostos 2g-r.

No que diz respeito ao metabolismo, apreciaram-se as interagoes dos compostos para com
as varias isoformas das enzimas da superfamilia citocromo P450 (CYP450). De acordo
com a tabela 2, os compostos com o aumento da cadeia carbonada, aparentam ter uma
maior tendencia para serem metabolizados pela isoforma CYP3A4. No entanto, este efeito
¢ anulado em praticamente todos os compostos, pois verifica-se que a excecao dos
compostos 2b e 2s todos os restantes compostos também conseguem inibir esta isoforma,
0 que vai aumentar a sua biodisponibilidade destes compostos. Adicionalmente, o facto de
ser apresentada o potencial inibitorio para, pelo menos, uma das isoformas de CP450, de

todos os compostos a excecao de 2a-b e 2s podera implicar a possibilidade de
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interferéncia na metabolizacdo de outros fAirmacos que sejam tomados em conjunto com

as moléculas em estudo.

Tabela 2 — Predicao das interacdes dos compostos 2a-s para com as varias CYP450 através dos softwares
online pkCSM e SwissADME.

Cédigo do

composto

Substrato de CYP450 Inibidor de CYP450

2a - -
2b CYP3A4 -
2c - CYP1A2
2d - CYP1A2
2e CYP3A4 CYP1A2, CYP2Ci9
of CYP3A4 CYP1A2, CYP2C19
2g CYP3A4 CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4
2h CYP3A4 CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4
2i CYP3A4 CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4
2j CYP3A4 CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4
2k CYP3A4 CYP1A2, CYP3A4
2] CYP3A4 CYP3A4
2m CYP3A4 CYP3A4
2n CYP3A4 CYP3A4
20 CYP3A4 CYP2Co9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4
2p CYP3A4 CYP2Co9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4
2q CYP3A4 CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4
2r CYP3A4 CYP2Co, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4
2s CYP3A4 -
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Quanto a excrecao dos compostos, foram considerados os aspetos daexcrecao, (tabela 3),
nomeadamente através da taxa de clearance renal ( combinacdo das excrecOes renal e
biliar) e pela determinacdo se algum dos compostos poderia ser substrato do
transportador de catides organicos renal (OCT2 — do inglés Organic Cation Transporter
2). Assim verificou-se que o aumento da cadeia carbonatada vai ser favoravel a excrecao,
mas a que a componente renal devera dever-se unicamente por filtragdo e nao devera ser

mediada por proteinas transportadoras.53

Tabela 3- Dados relativos a excre¢ao dos compostos.

Cddigo do .
. Clearance renal (log [ml/min.kg]) Substrato da OCT2
=a 0,45 Nao
2b 0,342 Nao
2¢ 0,501 Nao
2d 0,489 Nao
2e 1,664 Nio
2f L774 Nao
28 1,716 Nao
2h 1,812 Nio
2i 1,827 Nio
) 1,867 Nao
2K 1,884 Nao
2l 1,924 Nao
= 1,924 Nao
20 1,964 Nio
20 1,964 Nio
2p 2,011 Nio
2d 2,103 Nio
2r 2.148 Nio
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28 1,653 Nao

As toxicidades direta e indireta foram também simuladas, avaliando-se potencial a
hepatotoxicidade, a toxicidade de AMES (mutagenecidade) e a capacidade de inibicao de
canais de potassio herg (do inglés, ether-a-go-go-related gene) 1 e 2, cuja inibicao
representa um grande risco de toxicidade cardiaca, sendo um dos principais critérios na
aprovacao ou nao da aplicacao de farmacos quer propostos, quer da retirada do mercado

de alguns ja utilizados.**

De acordo com os resultados apresentados (tabela 4), verifica-se que os compostos
parecem apresentar alguma seguranca para serem submetidos a estudos in vivo, uma vez
que, conforme a simulacdo, nenhum apresenta potencial hepatotoxico, mutagénico e a
maioria dos compostos nao apresentara toxicidade cardiaca, através da inibcao dos herg.
Porém os compostos 2n-r poderao inibir a isoforma 2 desta proteina, pelo que deverao ser

feitos estudos suplementares no sentido de contornar/mitigar esta questao.

Tabela 4 - Dados relativos a potenciais toxicidades dos compostos.

Cbdigo do composto  Hepatoxicidade Toxicidade de AMES Inibidor HergI Inibidor Herg IT

2a Nao Nao Nao Nao
2b Nao Nao Nao Nao
2¢c Nao Nao Nao Nao
2d Nao Nao Nao Nao
2e Nao Nao Nao Nao
of Nao Nao Nao Nao
2g Nao Nao Nao Nao
2h Nao Nao Nao Nao
2i Nao Nao Nao Nao
2j Nao Nao Nao Nao
2k Nao Nao Nao Nao
2] Nio Nio Nio Nao
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2m Nao Nao Nao Nao

2n Nao Nao Nao Sim
20 Nao Nao Nao Sim
2p Nao Nao Nao Sim
2q Nao Nao Nao Sim
or Nao Nao Nao Sim
2s Nao Nao Nao Nao

Por fim, foram cruzados o perfil ADMET, acima descrito, com os dados referentes a
druglikness, nomeadamente a formacdo de metabolitos e/ou existéncia de partes da
estrutura que levem a existéncia de uma resposta inespecifica, com a simulacao do ensaio
de Pan para a interferéncia de compostos (PAINS - do inglés, Pan assay interference
compounds).54 E ainda foi verificada a aplicabilidade dos compostos através das regras de
Lipinski.

De acordo com os dados apresentados, tabela 5, verifica-se que nenhum dos compostos
parece ser suscetivel de criar respostas inespecificas, ja que a simulacao de PAINS nao

apresentou qualquer alerta. Por outro lado, apenas o composto 2s nao consegue

Tabela 5- Dados relativos a aspetos de druglikeness dos compostos.

Cédigo do composto Lipinski

2a Sim o alertas
2b Sim o alertas
2c Sim o alertas
2d Sim o alertas
2e Sim o alertas
of Sim o alertas
2g Sim o alertas
2h Sim o alertas
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2i Sim o alertas

2j Sim o alertas
2k Sim o alertas
2] Sim o alertas
2m Sim o alertas
2n Sim o alertas
20 Sim o alertas
2p Sim o alertas
2q Sim o alertas
or Sim o alertas
28 Nao, MM >500; logP>4 o alertas

4.2 Sintese dos hibridos de acidos (tio)barbitaricos e
AG

Inicialmente, estava prevista a sintese de varios compostos através do uso de diversos
acidos (tio)barbitiricos simétricos com diversas substitui¢coes ao nivel dos seus azotos,
assim como, também era pretendido realizar a hibridizacao entre esses mesmos acidos
(tio)barbituaricos e diversos AG de forma a se poder realizar um estudo mais abrangente
sobre a contribuicdo das mudancgas estruturais na relacdo estrutura-atividade, quer seja
em termos de citotoxicidade, quer seja pela seu potencial inibitorio sobre a proteina alvo,
o0 CD36.

Em segundo lugar, como anteriormente foi referido, o planeamento da sintese passou
também por um estudo prévio de docking, que, em principio, iria direcionar os esforcos e
recursos para as vias sintéticas dos compostos cujas funcionalizacoes fossem mais

promissoras.

Nao obstante, como abaixo esta apresentado tiveram de ser efetuados alguns ajustes com
o avancar dos trabalhos de sintese, relativamente ao que estava inicialmente previsto,
tendo a sintese passado a focar-se unicamente na obtencao de cetonas hibridas de 4cido
N,N’-dimetilbarbitarico e de AG .
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No que diz respeito a utilizagao exclusiva do acido N,N “-dimetilbarbitdrico nas diversas
tentativas de otimizacao das varias vias de sintese apresentadas no esquema 1, o motivo
pelo qual foi selecionado em detrimento dos demais 4cidos (tio)barbituricos foi a sua
maior solubilidade nos solventes reaccionais que foram utilizados, e, consequentemente,
devido aos rendimentos reacionais apresentados serem largamente superiores aos dos
homologos com diferentes funcionalizacoes ao nivel dos azotos 1 e 3 (dados ndo
apresentados). O mesmo foi verificado para os acidos tiobarbituricos homologos. Foram
ainda testados outros solventes inertes em relacdo as reacOes apresentadas na presente
dissertacdo numa tentativa de serem incluidos produtos de outros 4cidos (tio)barbitdricos

funcionalizados com AG. No entanto, ndo houve sucesso nesse sentido.

Tendo em conta os resultados de sintese acima descritos, pode-se verificar que da sintese
prevista, esquema 3, apenas os produtos 2 foram obtidos, algo que foi confirmado através
de RMN de 'H e de 3C, o que permitiu verificar que o produtos 3 nao se formam, nem
mesmo na qualidade de precursor do 2, uma possibilidade que era descrita na literatura.4¢
Assim, pensa-se que a metodologia sintética utilizada tenha evoluido no sentido de

formacao dos produtos 2 através do mecanismo reacional apresentado no esquema 4.

(o) (o)
\N)J\N/ \N)J\N/

NaOH
> Etanol =
[e] [e] o
Na*
o (o] R

(¢}
R
S

(o)
)J\ o b-sb
Ny v )\ DCC, DMAP 2a- 2ab-s
(o) R

CH,Cl,
0
I
—= J_ 1L
(o] O 6]
3

Esquema 3 - Sintese dos hibridos 2a-s e respetivos sais de sédio (2ab-sb), por reacido de condensacao dos

+
AG
(o} o

acidos N,N’-dimetilbarbituricos e AG, catalisada por DCC e DMAP. N3o se verificou a formacao do hibrido 3.

Além disso, foi possivel verificar que as sinteses dos produtos 2 e respetivos sais/enolatos
de sodio foi bem conseguida, com rendimetos que vao de bons a excelentes,
nomeadamente entre 42 e 92% em ambas as situacoes, como é possivel observar na tabela
6. Simultaneamente, verificou-se uma elevada pureza, através dos dados espectréscopicos
e p.f, o que permitiu que se partissem para os ensaios biologicos programados.
Relativamente aos enolatos de s6dio, a sua sintese deveu-se a necessidade de solubilizar os
compostos em meio aquoso, algo que nao era facil de ocorrer na forma nativa das

moléculas e que era primordial para se conseguir avancar para os ensaios in vitro.
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_ o

Esquema 4 - Possiveis reacoes de condensacio catalisadas pelo DCC e o DMAP. (Adaptado de Pesyan et al.47)
Rota reacional A daria origem ao produto 2; Rota reacional B daria origem ao produto 3, havendo

possibilidade de transformacio de 3 em 2 (rota C), pela adicio de DMAP e CH2Cl..
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Tabela 6 — Dados referentes aos p.f. e n dos compostos resultantes. (1) Compostos na forma nativa; (2)

Compostos na forma de sal s6dico;

Codigo

composto

2a 82% Oleo 75% 328-329
2b 87% 274-276 80% 320-322
2¢ 76% Oleo 87% 255-257
2d 92% Oleo 81% 230-331
2e 82% 33-34 63% 183-184
of 62% 32-33 76% 180-182
2g 78% 49-50 65% 179-180
oh 85% Oleo 73% 292-293
2i 79% 63-66 62% 172-173
2j 76% Oleo 48% 175-177
2k 80% 66-67 42% 202-204
o] 75% Oleo 81% 178-180
2m 50% 35-36 65% 184-186
2n 61% Oleo 70% 130-132
20 66% Oleo 50% 189-191
2p 81% Oleo 61% 132-133
2q 90% Oleo 55% 97-99
or 94% Oleo Degradado -

25 72% Oleo 70% 231-233
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4.3 Avaliacao Biolégica

Este subcapitulo tem como objetivo a apresentacao e discussao dos resultados obtidos na
determinacao da atividade biologica dos produtos hibridos de &cidos N,N’-
dimetilbarbitdricos e AG, tendo sido avaliada a sua atividade anti-proliferativa e a sua
capacidade inibitéria sobre a proteina alvo deste trabalho, o CD36. Para isso, foram
utilizadas trés linhas celulares, duas delas tumorais (LNCaP e PC3) e uma nao-tumoral
(PNT1A), de modo a realizar uma analise comparativa dos efeitos de cada composto para

cada uma das condigoes em estudo.

4.3.1 Avaliacao do efeito dos compostos na viabilidade Celular

A avaliacao dos efeitos dos hibridos em estudo na viabilidade celular e o estabelecimento
de relacoes estrutura-atividade teve como base estudos apresentados na literatura para o
SS0,%2-66 composto que inspirou o desenvolvimento destes potenciais compostos
bioisostéricos. Isto é, pretendia-se preparar compostos com propriedades bioativas
semelhantes ao composto que serviu como inspiracao e, eventualmente, com melhores

carateristicas.

Com isto em mente, primeiramente, pelo método de MTT, foi realizado um screening
inicial, nas concentracoes de 10 e 50 uM, que serviu para a escolha dos compostos
relevantes para determinacado de ICs,. Neste sentido, o critério foi citotoxicidade relevante
em qualquer grupo celular, e, eventualmente, seletividade para com alguma das linhas

celulares utilizada, especialmente pelas duas linhas tumorais utilizadas.

4.3.1.1. Ensaio da viabilidade celular através de MTT

O MTT é um corante amarelo, solivel em 4gua, que atravessa facilmente as membranas de
células viaveis e é reduzido principalmente pelas NADH desidrogenases mitocondriais,
(figura ).6” Com esta reducao, ocorre a formacao de cristais de formazano azul-arroxeados,
insoltveis em agua. Considera-se que a reducao do MTT a formazano € proporcional ao

namero de células vivas e a concentracao de MTT.6”
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Esquema 5- Reducao do MTT a formazano mediada pela NADH desidrogenase.

Como esta conversao ocorre nas mitocondrias, a viabilidade celular é estimada a partir da
atividade mitocondrial de células metabolicamente ativas. Para se proceder as medigoes
colorimétricas dos cristais produzidos é necessaria a dissolucdo dos mesmos em solventes
organicos, como o dimetilsulfoxido (DMSO). Considera-se que esta absorvancia é
proporcional a quantidade de células vivas presentes por poco, o que permite avaliar e
quantificar a viabilidade celular e, consequentemente, a capacidade antiproliferativa de
cada composto. Este tipo de ensaio é maioritariamente utilizado para avaliar efeitos
citotéxicos in vitro de compostos em estudo, testados em linhas celulares ou em culturas

de células primarias de animais ou de humanos.

4.3.1.1.1. Screening inicial

Com este primeiro ensaio, selecionaram-se os compostos com maior potencial, baseado no
critério de uma viabilidade inferior a 35 % a uma concentracao de 10 uM definida nas
linhas prostaticas utilizadas, assim como o composto que parecesse apresentar a melhor
seletividade para ambas as linhas celulares tumorais, relativamente a linha celular
normal(Figura 11). Esta selecao foi essencial para reduzir os custos e o tempo despendidos
com as etapas subsequentes neste estudo, nomeadamente a determinacdo dos ICso
referentes a viabilidade celular e, de seguida, a definicdio da gama de concentracoes a
utilizar na determinacdo do potencial inibitério de cada um dos compostos em estudo

sobre a proteina alvo, o CD36.
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Figura 19- Percentagem de viabilidade celular aquando da exposicdo das linhas celulares LNCaP, PC3 e
PNT1A a solucdes as concentragoes de 10 e 50 uM dos compostos 9ab-sb, e do SSO (controlo negativo de
citoxidade), durante o periodo de 24 horas. Os dados sdo apresentados com uma barra de erro + desvio
padrdo, representativos de 2 ensaios independentes. * p<0,05; ** p<0.01; ***p<0,001; **** p<0,0001.
Estando p expresso relativamente a responsividade de cada uma das linhas celulares a um dado composto.
ANOVA one-way, (Teste de turkey).

De acordo com os resultados anteriormente apresentados, na figura 19, é possivel
verificar a influéncia de diversas variaveis sobre as citotoxicidades apresentadas pelos
diversos compostos. Estas incluem o tamanho da cadeia carbonada do AG original, o
numero de insaturacdes, a posicao das insaturacGes e, finalmente, a dependéncia de
androgénios. Esses aspetos estdo mais aprofundados nos tépicos seguintes. Por outo lado,
foram escolhidos os compostos 2jb, 2kb, 2lb, 2mb e 2qb para avancarem para a

determinacao de ICs,.
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4.2.1.2 IC50

Para determinar o ICso, foram utilizadas 6 concentragoes: 1, 5, 10, 50, 100 € 200 uM.
Assim, esperava-se obter uma curva dose-resposta, e, consequentemente, determinar o
valor do IC;, dos compostos mais citotoxicos. Adicionalmente, esperavava-se poder
escolher a concentracdo mais indicada dos compostos sintetizados e de referéncia (SSO)
para os ensaios de inibicdo enzimética (Bodipy-C16), de forma que citotoxicidade nao
fosse um fator condicionante dos resultados de inibicao. O critério definido foi a existéncia

de uma citotoxicidade inferior a 20 % em qualquer uma das linhas celulares em estudo.

Relativamente aos derivados de AG 2ab-sb, geralmente, verifica-se, pela anéalise do
screening que a citotoxicidade demonstrada é proporcional nimero de carbonos da cadeia
carbonada que funcionaliza o C5 da estrutura do acido N,N "-dimetilbarbittrico. Isto pode
ser confirmado nos resultados de ICs, (tabela 7). No entanto, a citotoxicidade aumenta até
atingir o seu auge nos 18 carbonos, mais especificamente no composto 2kb. Por outro
lado, verifica-se que a presenca de insaturacdes parece condicionar negativamente a
atividade anti-proliferativa. Porém, parece aumentar a sua seletividade para as células
tumorais, sendo esta situacao visivel nos resultados de screnning dos compostos 2jb, 2kb,
2nb, 20b, 2qb e 2s. Embora neste caso os dados relativos ao ICso, apenas permitam
apoiar esta permissa no caso dos composto 2jb, 2kb e 2qb , enquanto no composto 2mb

parece nao se poder estabelecer uma relacao

Tabela 7- Dados referentes aos IC50 dos compostos cujo screening demonstrou citotoxicidade significativa.

Linhas celulares

PC3

3 &
£ 100 : i
= . E o 7 10
j 3 i . 3 .
2jb . - 3 i 3 -
- § M . I® . 3
I - . E|
* > “ =
#
o T T T I' m— Ll T T T — o T T T C——
[ 13 [} ] 1.5 20 F T 1] ] T FT] [T 88 16 1.8 1] 1]
Logaritma da conrentragio Logariima da roneeniragks. i E i dis OO
IC50 (uM) 21.8 19,19 13.19

R2 0.9741 0,9174 0,8914
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Além, desse fator verificou-se a influéncia da posi¢ao das insaturagoes relativamente ao
terminal cadeia carbonada adicionada aos compostos, vai diminuir a cua citoxicidade,
enquanto os derivados de AG omega 6 (2kb, 2nb-rb) e omega 5 (2hb) parecem ter mais
atividade do que o representante de de derivado de omega 3, o que poderia evidenciar
influéncia do CD36 nesta atividade, pois ha alguns relatos que os AG omega 6 e o CD36
participam em algumas vias de sinalizacdo em comum, especialmmente o acido

araquidonico.

Diversos trabalhos descrevem a influéncia dos androgénios na resisténcia das células
tumorais a alguns tratamentos. 2268 Assim, tendo em conta a dependéncia de androgénios
na linha LNCaP e a falta desta condicao na linha PC3, fez-se um estudo detalhado da
influéncia da estrutura dos diversos compostos em relacao a dependéncia de androgénios.
Os resultados do screening dos compostos 2jb, 2kb, 2nb, 20b, 2qb e 2sb, parecem
indicar que através da semelhanca entre a atividade anti-proliferativa verificada entre PC3
e LNCaP, que os compostos indicados, possam ter algum papel no combate a resisténcia
conferida pela independéncia de androgénios, isto é, poderiam conseguir exercer um
papel inibitorio sobre a forma mutada do RA que é encontrada no fenétipo da linha celular
PC3.°® Assim, poderia ser alvo de estudos computacionais e/ou in vitro no sentido de se
tentar prever a eventual inibicdo sobre a forma nativa da proteina e formas mutadas e

complementar este resultado.

4. 4 Avaliacao do influxo de lipidos

A avaliacdo dos efeitos dos compostos sintetizados, 2a-s, na inibi¢do do CD36 foi também
efetuada. A proteina alvo, o CD36, é o transportador maioritario de AG e se um composto
apresentar uma atividade inibitéria sobre estra proteina vao existir repercussoes
inequivocas no influxo de AGCL e AGCML extracelulares. Nao obstante, na
impossibilidade da observacao direta do influxo de AG, foi utilizado o Bodipy-C16 como

fluoréoforo. 586970

Com isto em mente, primeiramente, pelo método de bodipy-C16, foi realizado um estudo
cinético, para determinar se haveria um influxo lipidico nas linhas LNCaP e PC3 com um
perfil semelhante ao que fora anteriormente descrito em adip6citos, no trabalho de Wang

W. et al, 2020.7°

Posteriormente, foi feita a avaliagdo da poténcia inibitéria do influxo de AG dos
compostos, utilizando o SSO como controlo positivo e o 4cido N'N-dimetilbarbiturico, na

qualidade de controlo negativo do influxo celular.

4.4.1 BODIPY
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A técnica de Bodipy consiste na utilizacao de um analogo de um componente lipidico, que,
¢ selecionado, consoante as vias de sinalizacao e/ou funcao de biomoléculas em estudo.
Assim, na presente dissertacao, foi utilizado o Bodipy-C16, cuja estrutura é apresentada na
figura 20. Este composto é um anélogo do acido palmitico, tendo sido escolhido por ser

transportado pelo CD36 e de outras proteinas transportadoras de AGCL ou AGCML.%.

1
Sl = L
H.C (CH,), =~ C—OH

Figura 20- Representacao estrutural do Bodipy- C16

A fluorescéncia caracteristica deste composto na gama azul-verde (excitacdo: 485nm,
emissao: 510 nm) proporciona nao s6 a quantificacao do influxo deste componente, mas
também os locais na célula onde se vai ligar (com auxilio de microscopia confocal). Nao
obstante, trata-se de um procedimento inconclusivo relativamente a determinacdo da
causa de qualquer variacao do influxo de bodipy-C16, sendo que, quando se pretende tal

dado, o estudo ¢ associado a outros ensaios mais especificos.®9:7:

4.4.2 Estudo cinético

Primeiramente, foi avaliado o perfil cinético do influxo de bodipy-C16, nas linhas celulares
em estudo (LNCaP e PC3) para se verificar se seria semelhante ao descrito anteriormente

em adip6citos.” Os resultados deste estudo estdo apresentados na figura 13.
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Figura 21- Cinéticas de influxo de Bodipy-C16 pelas linhas celulares e retas de calibracio respetivas: (a)

LNCaP e (b) PC3.

Os resultados apresentados anteriormente sdo concordantes com os que foram obtidos no
trabalho”2, que retratou o comportamento em adipocitos, tendo ainda sido verificado que a
intensidade da flurescéncia também se mostrou ser inversamente proporcional a area
superficial das células em estudo, visto que as células LNCaP apresentam uma area

superficial inferior as PC3.

4.4.3. Estudo de avaliacao do influxo lipidico

Segundo os dados referentes ao screening da inibicdo do influxo lipidico, mais
especificamente do seu analogo Bodipy-C16 (figura 22), ndo parece existir qualquer
relacdo entre a estrutura e a inibi¢ao do influxo, ja que todos os compostos aparentam ser
capazes de exercer esta atividade. No entanto, o composto 2fb destaca-se dos demais por
ter uma atividade semelhante em ambas as linhas celulares estudadas, e também por
apresentar uma inibicao a 1 uM superior ao IC5, composto de referéncia, isto é, de cerca de
48%, comparativamente aos 35% por parte do SSO a 25 uM. Visto que o docking
molécular realizado no software Autodock Vina nao permite estabelecer uma relagao
entre a inibicdo e uma maior energia e o facto da molécula 2fb ocupar uma posicao no
centro ativo semelhante a obtida na simulacao do SSO, sugere-se que este composto possa
também apresentar uma inibicdo covalente. Mas para poder afirmar com mais certeza

serd necessario proceder-se a uma simulacdo com um software com outras
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funcionalidades, tal como o GOLD, que tem vindo a ser utilizado no nosso grupo de

investigacao.

2 Inibicdo de influxo bodipy (percentagem)
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Figura 22- Percentagens de inibicdo do influxo lipidico nas linhas celulares tumorais de CPr, LNCaP e PC3,
obtidas através da relacdo entre os ensaios fluorimétricos de Bodipy-C16 e Hoescht. Os compostos utilizados
foram 2ab-sb (1 uM), SSO (1 e 25 uM) e acido 1,3-dimetilbarbiturico (1 uM). As barras de erro indicam a
média+ desvio padrdo. Sendo estes dados representativos de dois ensaios independentes. Tendo todos

*p<0,05 em relagdo ao controlo negativo (dcido N,N’-dimetilbarbiturico).

Finalmente, pretendia-se verificar se haveria uma relacdo entre a inibicdo da entrada do
bodipy-C16 com os compostos sintetisados e a atividade anti-proliferativa. Ao contrario do
docking molecular, ndo se verificou qualquer indicio que a inibicao estivesse diretamente
relacionada quer com a citotoxidade, algo que era de esperar, de acordo com a
literatura,?829 jA que apenas inibicoes praticamente totais do CD36, vao levar a
citotoxicidade. No entanto, era esperado que os resultados da seletividade da atividade
anti-proliferativa e os referentes ao screening do ensaio de inibicdo do influxo de AG,
tivessem alguma relagdo.4° Porém tal ndo se verificou, este facto pode evidenciar que
poderao existir outrs condicionanates, mas a determinacao disso ira requerer ensaios

suplementares.
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5. Conclusao e perspetivas futuras

De acordo com os objetivos propostos inicialmente e, analise e discussao dos resultados
obtidos em cada uma das metodologias, é possivel afirmar que a maioria dos objectivos

foram cumpridos.

A partir das tarefas de sintese foram obtidos 19 novos derivados hibridos de N’,N-
dimetilbarbituratos e AG (através da funcionalizacdo no carbono 5 do esqueleto de
dimetilbarbitarico) e 18 enolato de so6dio destes compostos. Para isso, foi utilizada uma
via sintética rapida e ficil execucdo, o que permitiu a obtencao de bons rendimentos (42-
92%) e ainda elevadas purezas. Todas as estruturas e graus de pureza respectivos foram
controladas com RMN de 'H, RMN de 3C, IV e p.f.

Nos ensaios relativos a avaliacdo bioldgica, (foram utilizados apenas os enolatos dos
compostos sintetizados), verificou-se que o composto com maior atividade
antiproliferativa é o barbiturato 2qb, andlogo do 4cido araquidonico, que apresenta um
ICso de 3.29 uM para as linha celular tumoral LNCaP e de 19uM na linha celular tumoral
PC3, e teve baixa citotoxicidade na linha celular normal PNT1A, sendo prova da sua

elevada seletividade.

Nos resultados de inibicao de influxo de lipidos verificou-se que todos os compostos
aparentam ter um efeito inibitério, sendo que o composto com propriedades inibitorias
mais promissoras é o 2fb, analogo do 4acido 10-undecendico, pois apresenta
simultaneamente a melhor atividade inibitéria, considerando ambas as linhas celulares
estudadas. Tendo em consideracao a atividade inibitéria do composto 2fb e o facto de o
composto 2qb possuir tanto atividade anti-proliferativa, como atividade inibitéria sobre o
influxo de lipidos, estes compostos deverdao os melhores para terem a sua atividade

inibitoéria avaliada em termos de ICso.

No que diz respeito a perspetivas futuras, os compostos sintetizados aparentam ser
bastantes promissores no contexto da proteina alvo desta dissertacdo. Nao obstante,
segundo dados reportados na literatura, tanto as abordagens terapéuticas visando o CD36,
como outras proteinas envolvidas no influxo, ou metabolizacdo de AG nao devem ver o seu
estudo cingido unicamente a células tumorais propriamente ditas, mas também devem
incluir outros grupos celulares que fazem parte do microambiente tumoral, que
aparentemente conseguem ter um papel crucial no desenvolvimento de cancros,
nomeadamente adipdcitos, células imunolégicas e fibroblastos. Assim, técnicas
envolvendo co-culturas de células tumorais e células estromais e ou macréfagos intra-

tumorais poderdo dar dados mais aproximados do que ocorre in vivo. Além disso, é de
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notar que, tratando-se o CD36 do maior transportador de AG, os compostos em questao
deverao ter potencial sobre outras disfun¢oes que afetem diretamente ou indiretamente o
metabolismo lipidico, tais como dislipidemias, obesidade, diabetes melitus, entre
outras”-2?7 pelo que os compostos decorrentes da sintese apresentada e descrita na
presente dissertacdo poderao ser também promissoras no contexto das patologias

apresentadas.

No que diz respeito as vias sintéticas, e, consequentemente, aos produtos de sintese
passiveis de serem obtidos e verem as suas propriedades descritas em trabalhos futuros.
Poder-se-ia tentar criar hibridos com outras substituicdes ao nivel dos azotos 1 e 3 dos
acidos barbitaricos originais, assim como explorar a utilizacdo dos seu homologos
tiobarbitaricos. Adicionalmente, poderia visar-se diversas outras funcionalizacées do Cs
tanto com AG, como com compostos (bi)ciclicos com heteroatomos, tentando-se, deste
modo verificar quais os fatores mais relevantes na relagdo estrutura-atividade dos

compostos passiveis de serem sintetizados.

Relativamente aos compostos que se relevaram menos seletivos, mas que apresentaram
elevada citotoxicidade, poderiam ser direcionados, no contexto tumoral, (CPr, ou de
outros tecidos), através da sua incorporacao em sistemas de entregas de farmacos, que os
levariam diretamente para o microambiente tumoral e/ou meio intracelular (dependendo

de qual fosse utilizado).3”
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7. Anexos

7.1 Docking molécular com vina

7.1.1. Representacdo das interagdes: Discovery Studio
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Anexo 01- Interacgdes entre a proteina e o ligando 2a(a)-local de ligagdo do AP5156
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Anexo 0-2- Interacdes entre a proteina e o ligando 2a(b)-local de ligacdo do AP5156
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U:176
Anexo 0-3- Interagdes entre a proteina e o ligando 2a(c)-local de ligacdo do AP5156
R ASP
U:96 3
|\.|{':Q6L1 U:250
LYS
Lf:;?z u:383 SER
268
PHE ' / -
U:383 o A\ o
A\ N
N )
D /A2
LEU
u:371
THR ALA
u:59 U:251
THR U266

U:380

Anexo 0-4 Interagdes entre a proteina e o ligando 2b (a)

ALA
U252
LYS
GLU
Ik U100
PHE ASP
U383 T U250
U5
ULEL:&J;L ALA . GLN
U251 . U116

THR
U368

TYR
U212

(R

o A
=
U269

PHE SER
U266 U268

A5P PHE
U270 U267

Anexo 0-5- InteracGes entre a proteina e o ligando 2b (b)
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SER
PHE
GLU U268 U267
U418
SER
ASP TYR
o N2EE A U250 U212
U383
*t
*
» . PHE
S A\ ARG U114
RS WA Ush
THR Wi N\ LY
U:380 \nnas \ vt
7\ —
\ L5
H-p / I/
L \ u-100
5 o/ A
LEU =
U371 @
ALA
U252 e

Anexo 0-6- Interacdes entre a proteina e o ligando 2b (c)

0573
. ASP
U:308
ASN
CYS U:309
u:243
VAL
PHE U:263
u:312
HIS TYR
U:242" """ "0 N U:276
\\\/
MET
u:245 N P P
ILE ~ PP
U:275 N
SER . *
u:274 N
; GLN
ASN U:265
U:247
Interactions
I:I van der Waals I:l alkyl
Bond |:| Pi-Alkyl

- Conventional Hydrogen
D Carbon Hydrogen Bond

interacGes entre a proteina e o ligando 2c (a)

Anexo 0-7-i
GLN
u:ll6
LYS
U:100
ALA
G.F;(é U:252 LEU
ASP iy U:371
U:250 % PHE
» ALA U:383
. U:251
THR
U:380
PHE
U:267
SER
U:269
TYR
u:212
Interactions
D van der Waals D Carbon Hydrogen Bond
I Pi-Cation
[ pioalkyl

- Unfavorable Bump

- Conventional Hydrogen Bond

Anexo 0-8 interacoes entre a proteina e o ligando 2c¢ (b)
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VAL
U:389
TYR ASP
U:204 u:209 PHE
- u:201
.
.
LEU
u:387

58 LEU

. U:a16

H TAsP

@ u:270
GLU
u:418

Interactions
I:] van der Waals - Unfavorable Donor-Donor
- Unfavorable Bump - Pi-Pi T-shaped
- Conventional Hydrogen Bond D Alkyl
l:] Carbon Hydrogen Bond l:l Pi-Alkyl

Anexo 0-90-10 interacdes entre a proteina e o ligando 2c (c)

ARG
u-273 g
U308
ASN
ovs U309
u:243 o
PHE U276
U312 .
. VAL
His u U263
L
N1 ERREEEE A
%-" .
| .
.
/;—' L\\/, A
MET H
U245
ILE .
SER U275 N
U274 ;
K GLN
o u:265
u:247
Anexo 0-11- interacdes entre a proteina e o ligando 2d (a)
ASP SER
U270 u-259
THR
u:380
g LEU
o~ use U371
ASP U:268 :
u:209 3 ALA
. u:251
A
]
N -
TYR 0\\ e
u:212
P N NN
PHE U |0|
u-114
GLN
U:lle - PHE
uU:252 i
ASp U383
u:250

Anexo 0-12- - nteragdes entre a proteina e o ligando 2d (b)
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U:252
PHE
U:383 .
U:271
i THR
ALA ;:' SER U:369
U:251 u:268 | [LE
ASP @ LEU
: PHE LEU 3
429 U266 U371 L2

Anexo 0-13- nteracdes entre a proteina e o ligando 2d (c)

ASP
S ASN u:308
U:243 u:309
ARG ASN
U:273 PHE U:306
U:312
. | VE
e U:298
’,/N ¥
MET "
uU:245 .
p [
* |
SER : vAL )
u:274 ¥ U:263
: GLN R
ASHN U:265 6
o & @
u:275
Interactions
D van der Vaals - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl
D Carbon Hydrogen Bond
Anexo 0-14- interacgdes entre a proteina e o ligando 2e (a)
GLN
U116
ASN
U118
- .
@
Interactions
D van der Waals - Pi-Catior
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Anion
:] Carbon Hydrogen Bond E:] Alkyl
- Unfavorable Acceptor-Acceptor D Pi-Alkyl

Anexo 0-15- interacdes entre a proteina e o ligando 2e (b)
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LYS

u:100
GLN
U:116
THR
U:369
PHE
uU:114 |
B W
/‘ N J\
Lo g [
e W =
YR 2 §
U212 K '
ARG .
U:96 4 LEU
= an U:371
PHE . u:250° U:266
A U:269 :
SER
U:268
Interactions
:] van der Waals - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond :] Alkyl
l:l Carbon Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl
Pi-Cation
Anexo 0-16- interacdes entre a proteina e o ligando 2e (c)
LYS
U:298
CYs
TYR U:243
U:276 HIS
- U:z:.a,z H TN
U:247 . L U:263
‘., - ASN
. L U:306 L
GLAY <=t T A P
U:265 ‘ - J
A - P - p
Pl \/’ |,—’ \\/’ \V,’
ILE [} 9
U:275 A H PHE
. U:312 -
o U:308
G- ARG ASN
; U:273 U:309

Anexo 0-17 nteragdes entre a proteina e o ligando 2f (a)

Lvs
U:100
TVYR ASP
u:212 U:250
W
PG o U:116 :
U:96 A\ ILE
N\ ALA u:275
\ U:252 LEU
\ PHE U:387
—N / 0 U:266
\ THR
/ \ U:369 e
A\
PHE 0 /%\ \ U:386
. hY
u:267 * { / \ \ ‘
- - A
' f \ //
7
U269 SER
: U:268
ALA
LEU
U:2S1 e
GLU
U418 EHE ILE
U:383 U271

Anexo 0-18- nteracdes entre a proteina e o ligando 2f (b)
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) U341
U252 mn
UF’;E:E3 U271
LEU
THR U343
U369
| ILE I
U275 |

LEU

ARG ST N N N U387

LEU
U295 pyr

ALA SER
U251 U268  PHE U300
@- U266
LEU
U371l

Anexo 0-19- nteragdes entre a proteina e o ligando 2f (b)

LEU
u:295 THR
0:369

PHE -~
Ty ua5s
LEU
u:37L
GLN
U:116 THR.
ILE ALA U:380
u:271 ;251 PHE
TR U:383
: ARG
u:g6  ASP
U:250,y5
ko | U:385 ALA
u:209 U252
O‘\\\lx \/;'ﬂ)
SER - - - A
Ui268" . _ -~ e - \_, \,
e I
"o o
ot
Aspr”
U270 SER PHE
U:269 u:267

Anexo 0-20-Interacdes entre a proteina e o ligando 2i (a)

TR
u:Z=0
ASP LEU
U208 U6
SER P
z ASP a
s U yxo %
U:Hl"lu.r‘_ ) -y . ) ,
[y . J-/ il W NPy
Py “\x‘]wz""\x’\v’ i~ AL
U3z
ALY 1 | u:201 ILE LS
U:208 # o LEU u3aL u33L
I U387
K
- VAL
TV :
U204 ILE LEW usss
U330 U200
THER.
U207

Anexo 0-21- -Interag@es entre a proteina e o ligando 2i (b)
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THR
U380

LEU
= VTN
ALA
U342 U251
PHE
W\/\\ LS
LEU
U343
LEU THR  PHE )
U387 L U3sg U266 Uz52
U275
PHE  MRG S Se -
Uaby U386 295 r\:
L]
ILE & * \‘q
U271 LYS ¥ T .
u-100 N H
GLN . :
ILE PHE V18 AR :
U341 U114 6 @
TVR
uz12 SER SER
Uz68 U269
Anexo 0-22- Interagdes entre a proteina e o ligando 2i (c)
THR
U:380 ALA
U:252
PHE
Uzl e
: ASP
gy (f
LEU  LEU
U:387 U371
U:295 U:116
ASP
U:209
2y uU:114 i
Interactions
D van der Waals D Alkyl
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl
Anexo 0-23- Interacgdes entre a proteina e o ligando 2j (a)
LYS
u:100
PHE
u:300
LEU
ASP ARG
U:250 ALA U328 973
U:252
GLN
U116 ILE
u:275 ILE
u
PHE
U:267 ILE
U341
SER
U:269
TYR LEU
u:212 U343
GLU
U418
Interactions
D van der Waals - Pi-Catio
- Conventional Hydrogen Bond D Alkyl
D Carbon Hydrogen Bond

|:| Pi-Alkyl
Anexo 0-24- Interagdes entre a proteina e o ligando 2j (b)
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Uz

TR
Uz
ASP
PHE U230
4114
LS
U100

Anexo 0-26- Interagdes entre a proteina e o ligando 2k(b)-local de ligacao

SER =
uz® :
E uze5
LEU
fretd Al LU L i
| s M3 uaT ags —
. . Fr L5
-ﬁ/.. o IEFE] ~
x ITETT
-~ i Vo W N N N P uz271
T
" THR -
- u3go uP;aEa SER
U268 THR
PH T @ EELY
ua7s -
GLY o
U= e =
U270
Anexo 0-25 InteragGes entre a proteina e o ligando 2k(a)-local de ligacao
45P
A5P U270 SER
U268 SER
uzE8 LEU
e uaTL LEU
IELES
iz #P Uk
| FITIII ALs = -
) Iy uzs1 THR J
R -~ *s uzgn M2
| "e gu (e uu
s CELE uazg
- \ITH x’““x,-’"‘x_x’“ﬁf"\|\
o 3] P N =
1
ALA g3 I
it e LEu

ARG
usay PHE

U200

U273

ARG
UzgE
TVR SER A5F
uz1z U268 uz70
THR LEU
U380 LU uza?
2
5P Lis Q233
uzme WUSET o e
wt [NETE]
. P U268 . .
"\-"“'ﬁf- o P N
L
: l
- ! __,.-LH_\_\ ';'\"“\-\-.--"'-'x"-..--"'ﬁ“x.-""' -\.._‘_\_"__,.--\x______.-
]T - LEL LEL
l | g U343 uazs
5P 3 1] [Lf=irk §
s Uz als
Ui ARG L LEU s
USE = uaTi PHE U341
ALA U266 o
uzm PHE uz7s PHE
GLN uzsEz 2
U:115
GL
U418

Anexo 0-27- Interacgdes entre a proteina e o ligando 2k(c)-local de ligagéo

A5
U308
s
U243
PHE VAL o
MET U312 250 U:Z7E U296
U245 apg U308
U3 =
| U308 gres
TR : 2
] SR LR L N < . -~
u:242 q"x[’ = U:z7e J-’
: W’i%’ﬁm*"H““x;f”“\v"#x“x{:ﬁxx’%#'dhf’*
I
o [u]
L
SER. -
U7 o
:
A5H GLN VAL
u:2a7 ILE U:265 e E
U375

Anexo 0-28-Interacfes entre a proteina e o ligando 2I(a)-local de ligacdo do AP5156
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12E8
PHE
uz2E7 e
LEU U273
! uaze
SER U271
U268
THR
LEU
L= A} —
Q}"T’ - -
- i
. |
- o -’:',\"'\..__.-"'ﬁ"'xx'#’\h\\.#'#x\«:::"&_a’ﬁh"xf'ﬂx.#'#
el
25P “ b
uzm ¥
*
»* Als L PHE
% PHE
o ang” uz31 Nach L \LE ke uam
e U356 g2 uz7s
' G i L
ise U412 LEU us43 SER
o ua7L e U342
uzm U3
FHE
U383

Anexo 0-29--Interacdes entre a proteina e o ligando 2I(b)-local de ligacdo do AP5258

SER
ALs TRP UZkE
LEL Lm0 L34
uzg1 PHE
us7s FHE LEU
LiZEE 2
%, PHE Li5 h23?
LA SER u3E3 UEEE
ILE “a uz®
[ |
"\"‘ﬁ___. '\-\.\_,__-":") .-'ﬁ""-‘_\_’_:__".'-;"“-\\___;-"' H,—-""\\__x'%.#"
FHE I/
U430
w e "’Iﬁ‘\“‘-\..-"'fﬁ\"\\..-"'-'
\[ 1LE
1 | LEU THR - uz71
U u AL ALS usT1 U363 u3g?
Nzm uzs1 ;
THR
ASH L300
uE THR THR ILE
{15 W FHE u273
U3

Anexo 0-30- Interagdes entre a proteina e o ligando 2I(c)-local de ligacdo do AP5258

GLM
U:115
ASP TR SER ILE LEU
U2 uz1z 268 uzra uzas U!Ell-fi-i
*
oF m FHE
] ARG ASP &LA PHE 300
* 2 2 uz7l
o | uss U230 uzm i = = uﬁsﬁs
L 5 __:ﬂ, U3ss (TELR
SNy G
U343 LEU
U328

f'”‘m;”“&x”“ﬂgf‘%_ﬁ:’;“&x'%f”‘mk

SER ALA

U268 2 LEL
gz2r u3vl

PHE
U380 U3a3

Anexo 0-31- Interagdes entre a proteina e o ligando 2n(a)-local de ligacao
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L¥S
U100

45P
uzm0 LEU
3 PHE
AlA CEER usm
uzm
GLN e
UG THRY Q233
; PHE uZ68
U266 ILE
e S uglea
uz71 ILE ARG
LEU [TEEER uar3
- L U387
1
t ; - A . ;
Wt ;’_'r'*"\_va M‘“‘%___.—d"‘h\_\_\___,f "'\a-‘_\_'__,,-'
e ALk
uz51
TVR
Uz ™
PHE uz43 Al
PHE
NoED GLU (IEEE] CER

Anexo 0-32- Interagdes entre a proteina e o ligando 2n(b)-local de ligagao

ILE
U:275 g
ARG uFszsEs U-383
R .
THR
LEU  U:3&39
LEU
U-235 U371 o
LEU ) u:351
VR LEU \
T \, )
LY
\\
SER — \ \ ALA
U-342 AN L:252
ILE /
u:271 AY

GLN (Kt}_//_o

FHE U116

U114 — p=3
'Y *.
- "
*
LEU /5’} \ Fiys
U328 s = e a U-385
430 U250 SR
25P
" g sep Y270 SER
U341 e, U:263 u-268
2P
u:209

Anexo 0-33 Interages entre a proteina e o ligando 2n(c)-local de ligacdo
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7.2. - Publicagdes fora do ambito da dissertacéo

Anexo 34.1- Resumo da comunicagio em painel apresentada fora do ambito desta dissertacdo

v" EIEID dE EEII'IfEF'énEEE KOvos desalios

no INSsINcy TIFI_F‘I'I.'“:" ACJEm

Escola e Universidade

)
I“ 24 e 25 set 2021

BIS-TIOBARBITURATOS INIBIDORES DA XANTINA OXIDASE
PROMISSORES NO TRATAMENTO DA GOTA

Jodo L. Serranost, Dana Lopes:, Renato E. F. Boto =k, Sammnel Silvestreab.e,
Paulo Almeidaab
a) CICS-LBT = Cantro dic MassentigongTo dm Clincin dia Savidie - Unieiriidade do Bidra fatiriorn, Av. fgfaate 0. Hinriguee, S§300-508 Covilll, Porfegal; &)
Daper i Qafroniny, Frscaekiuel &C‘f-’n:'uq,l.‘nﬁm-d-hnknmMw?“hr.i\u!hqﬁﬁ'ﬂuﬂzu&ﬁmﬂalmlimﬂ-].]’u-lqml-:}m\i—
Centro de Meurseiinsi e Bk Celuor, Universidude de Codoben, Run Lasge, 200517 Cofmbes, Foetugal

Resumo

03 derivados do acido barbitirico e tioharbitdrico tém chamado a atencio da comunidade
cientifica devido i sna ampla gama de atividades biologicas, além das suas conhecidas atividades
sedativo-hipnoticas. Recentemente, tém sido evidenciados oz sensz efeitoz anticancerigemos,
antivirais, antifingicos, antimicrobianos e hipouricémicos. A producio elevada efou baixa
excrecio de acido drico pode levar a hiperuricemia e, subsequentemente, a condicdo denominada
por gota. A xantina owxidase (X0), numa molibenoflavoproteina que catalisa a hidroxilacdo
oxidativa da hipoxantina e da xantina em acido vrico, € o principal alvo para o tratamento desta
patologia. Os principaizs farmacos utilizados no tratamento da gota sdo o alopurinol e o
febuxostate, no entanto, apresentam diversos efeitos adversos. Assim, foi sintetizada uma série
de trinta bis-tiobarbituratos, com rendimentos de moderados a excelentes, busca de novos
inihidores da X0 mais potentes e com menos efeitos colaterais. A capacidade inibitdria da XO por
parte dos bis-tioharbituratos sintetizados foi avaliada através de dois ensaios in vifro a 30 e 5 pi.
A concentracdo inibitoria a so% (IC.,) foi determinada para as moléculas mais potentes.
Curissamente, o bis-tiobarbiturato mais potente demonstron IC,, inferior a 1 pM, demonstrando-
se aproximadamente dezasseis vezes mais ativo gque o farmaco comercial alopurinol. Por outre
lado, foi ainda verificada in vifro a baixa citotoxicidade do referido bis-tioharbiturato.

Palavras-chave: Bis-tiobarbituratos, Sintese Quimica, Hiperuricemia, Xantina Oxidase.
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Anexo 35.2- Resumo da comunicacdo em painel apresentada fora do &mbito desta dissertacio

XN ANMUAL CICS-UBI SYMPOSIUM 2021 30® September - 1* October 2021

P15. IN SILICO IDENTIFICATION OF (THIO)BARBITURATES AS
NOVEL POTENTIAL ANTIVIRAL DRUGS AGAINST SARS-COV-2

Samuel Dinis" ", Jode L. Serrano’, Faule Almeida’, Samuel Silvestre'-*

! CICS-UBI — Health Scisnces Fesearch Center, University of Beira Interior, Av. Infante D. Henrigue, §200-506
Covilhi, Portugal

¥ CHC — Center for Weuroscience and Cell Biology, University of Coimhbra, Fua Larga, 3004-517 Coimbra, Pormzal.
" Email: sam dinis](@zmail com

ABSTRACT

Since the begimming of COVID-19 pandemic, SARS-CoV.2 virus had been responsible for the
infection of more than 220 mullion people and more than 4.66 million deaths. SARS-CoV-2 is an
enveloped, positive-sense, single-stranded FINA wirus, whersin viral genome sequences imtegration
inte the DNA of host cells is possible. Two different types of viral entry are known: endocytosis or
direct fision between vires and cell plasmatic membrane. In the first case, the spike protein neads
another protein as its receptor, namely the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) type 1. After
entry, the viral genome 15 released in the eytoplasm and translated to viral polyproteins, which are
processed by proteases, as papain-like protease (PLpro) or the main protease (Mpro). to form the
replication complexes. These ways mvolve the targets considered the most encouraging for the
development of antiviral drgs against SARS-CoV-2 infection and have been considered in in silico
studies in this context. Wow, mbavirin is the only dmug approved by FDA and for this reason, it is clearly
necessary to develop more efforts to discover new drugs or to adapt pre-existing ones. Fecently, a
computational study by molecular docking with auspicious results for some NMN-diehyl-2-
thicbarbituric acid-based sulfonamides targeting the viral protein Mpro was published. Bearing this in
mind, we decided to evaluate the therapeutic potential for SARS-CoV-2, of several (thic)barbiturate
denvatives, synthesized and descnbed in previous works made by our research group, namely their
Mpro inhobition or ACE? targeting. Molecular docking studies using GOLD software and absorption,
distribution, metabolism, excretion, and toxicity parameters using webtools pkCSM and Swiss ADME
were performed for sixty-six (thic)barbiturate derivatives.
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